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(57) Abstract 

Antigens extracted from mammalian malpighian ephhelia, particularly the oesophageal epithelium of rats or the human ep- 
idermis, and specifically recognized by autoantibodies present in patients surfTering from rhumatoid polyarthritis, at the location 
of antigenic determinants shared by human filaggrine and profilaggrine; antigenic proteins making up said antigens; and pep- 
tide fragments derived therefrom. Said antigens, proteins and peptide fragments and said human filaggrine and profilaggrine 
may be used in the preparation of antigenic compositions intended particularly for the diagnosis of rhumatoid polyarthritis. The 
preparation of antibodies to said antigens, and uses thereof, are also described. 

(57)Abrege 

La presente invention a pour objet des antigenes extraits d'epitheliums malpighiens de mammifere, notamment d'epithe- 
lium aesophagien de rat ou d'epiderme humain, specifiquement reconnus par les autoanticorps presents chez les patients atteints 
de polyarthrite rhumatoTde, au niveau de determinants antigeniques communs avec la filaggrine et la profdaggrine humaine, ainsi 
que les proteines antigeniques constitutive desdits antigenes, et les fragments peptidiques qui en sont derives. L'invention 
concerne Tutilisation de ces antigenes, proteines et fragments peptidiques, et celle de la filaggrine et la profilaggrine humaine, 
pour la preparation de compositions antigeniques et leurs applications notamment pour le diagnostic de la polyarthrite rhumatoT- 
de. L'invention concerne egalement la preparation d'anticorps diriges contre ces antigenes, et leurs applications. 
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ANT I GENES RECONNUS PAR DES ANTICORPS DE LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE, 
LEUR PREPARATION ET LEURS APPLICATIONS. 

5 La presente Invention est relative a 

1 'utilisation de la filaggrine humaine, et d'antigenes 
apparentes a celle-ci, pour le diagnostic ou le 
traitement de la polyarthrite rhumatoide (PR) . 

La PR est le plus frequent des rhumatismes 

10 inflammatoires chroniques. Elle atteint environ 2 % de la 
population des pays developpes. 

La PR est evolutive, invalidante et pose des 
problemes de diagnostic difficiles dans ses formes de de- 
but, alors meme qu'elle appelle des traitements speci- 

15 fiques. En dehors des signes cliniques et radiologiques , 
le rhumatologue ne dispose actuellement que de tests bio- 
logiques peu specif iques pour son diagnostic. Les plus 
utilises d'entre eux sont le test de Waaler-Rose et le 
test au latex, qui detectent le facteur rhumatoide dans 

20 7 PR sur 10. Cependant, la specif icite de ces tests est 
tres mauvaise puisque ces facteurs sont detectes dans la 
plupart des autres pathologies autoimmunes et meme chez 
des individus sains . 

La presence d'autoanti corps diriges centre des 

25 composants cellulaires est la caracteristique generale 
des maladies autoimmunes telles que la PR, le lupus 
erythemateux dissemine, la sclerodermic ou la 
polyrayosite. Parmi les nombreux types d'autoanticorps 
identifies dans ces maladies, ceux specif iquement pre- 

30 sents chez les malades atteints de PR et reagissant avec 
un antigtee epithelial oesophagien ont 6te d^crits pour 
la premiere fois par B.J.J. Young et al. dans Br. Med. J. 
2: 97-99, (1979). Ces autoanticorps ont ete a l'6poque 
denommes "anticorps antikeratines 0 . Jusqu'a present, il 
35 etait communement admis qu'ils etaient diriges contre les 
cytokeratines. 
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Ces autoanticorps specif iques de la PR sont a 
l'heure actuelle detectes et titres par immuno- 
fluorescence indirecte (IFI) sur cryocoupes transversales 
d'oesophage de rat. 
5 Les techniques d'IFI presentent toutefois des 

inconvenients qui limitent leur mise en oeuvre pour le 
diagnostic de routine de la PR. En particulier, elles 
necessitent 1 ' utilisation de cryocoupes de tissu, ce qui 
implique une perte de temps et 1 ■ intervention de 
10 personnel specialise ; en particulier, 1' analyse et 
1' interpretation fiable des resultats ne peuvent etre 
faites que par des personnes familiarisees avec 

l'histologie. 

II est done particulierement souhaitable de 

15 disposer de preparations purifiees des antigenes reconnus 
par les autoanticorps specifiques de la PR, utilisables 
dans des techniques classiques de diagnostic 

imrauno chimi que . 

G.Serre et al. dans Rev. Rhum. 53 (11) : 607-614 

20 (1986) ont montre qu'un antigene defini par ces auto- 
anticorps est caracteristique de certains epitheliums 
malpighiens cornifies de mammiferes. Present 
principalement dans le Stratum Comeum de ces 
epitheliums, il est exprime par exemple dans l'epiderme 

25 humain. 

Toutefois, jusqu'a present, on n'etait parvenu 
ni a identifier precisement un tel antigene, ni a le 
purifier. 

Les travaux effectues par les Inventeurs dans 
30 le domaine de la dif ferenciation epidermique et malpi- 
ghienne, notamment la production d'anticorps monoclonaux 
pour la definition de nouveaux antigenes de differencia- 
tion et 1' etude des autoanticorps humains contre ces 
memes antigenes, leur ont permis de montrer que les anti- 
35 corps anti-Stratum Corneum d'oesophage de rat sont 
d'authentiques autoanticorps, qui ne reconnaissent pas 
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les cytokeratines , mais d'autres antigenes exprimes en 
particulier dans 1 'epithelium oesophagien murin et 
l'epiderme humain. 

Des travaux plus pouss6s ont maintenant permis 
5 aux Inventeurs d'extraire de l'6pith6lium oesophagien de 
rat et de l'6piderme humain, des antigenes portant des 
determinants antigeniques specif iquement reconnus par les 
autoanticorps presents chez les patients atteints de PR, 
de purifier et de caracteriser biochimiquement ces 
10 antigenes. 

La present e Invention a pour objet des 
preparations d' antigenes presentant les proprietes 
suivantes : 

- ils sont susceptibles d'etre extraits a partir de 
15 l'6piderme humain ou de 1* epithelium oesophagien de rat, 

- ils sont de nature prot^ique, 

- un traitement par une nuclease ne modif ie pas leur 
immunoreact ivit6 , 

- un traitement par l'6thanol ne modif ie pas leur 
20 immunor6activit£, 

- un traitement par I'acide trichloroacetique (TCA) ne 
modif ie pas leur immunoreact ivite, 

- ils sont hydrosolubles, 

- ils sont specifiquement reconnus par les autoanticorps 
25 presents chez les patients atteints de PR 

Un premier antigene specifiquement reconnu par 
les autoanticorps presents chez les malades atteints de 
PR a 6te extrait de l'epiderme humain. 

Cet antigene est caracteris6 plus 
30 particuliferement par les propri6tes suivantes : 

- apr£s 6lectrophorese en gel de polyacrylamide (PAGE) en 
conditions natives, il se separe en plusieurs proteines 
antigeniques qui migrent comme des t&noins (qui sont 
des prot6ines globulaires) dont les poids moleculaires 

35 sont conpris entre 80 et 400 kD environ, les proteines 
les plus imrtrunordactives se situant dans les zones 
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comprises entre environ 80 et 120 kD ; 
- apres isoelectrofocalisation (IEF) , il se dissocie en 
plusieurs proteines antigeniques dont les points 
isoelectriques (pHi) varient de 5,8 a 7,4. 
5 - apres electrophorese bidimensionnelle du type IEF, 
suivie d'une migration en PAGE en presence de dodecyl 
sulfate de sodium (SDS) , il apparait comme une proteine 
antigenique de poids moleculaire apparent moyen 
d'environ 40 kD, dont le pHi varie de 5,8 a 7,4. 
10 Les Inventeurs ont egalement constate que cet 

antigene presente des proprietes immunologiques et 
biochimiques en commun avec la filaggrine humaine et 
correspond a un fragment de proteolyse de la 
profilaggrine (cette derniere etant le precurseur de la 
15 filaggrine) . 

A la suite de cette cons tatat ion, les 
inventeurs ont entrepris de tester 1 • immunoreactivite de 
la filaggrine et de la profilaggrine humaine avec des 
auto-anticorps specifiques de la PR, et ont mis en 

20 evidence une reactivite similaire a celle de 1' antigene 
conforme a 1' invention decrit ci-dessus. 

La filaggrine est une famille de proteines qui 
a ete identifiee chez diverses especes au niveau des 
epitheliums keratinisants . Ce sont des proteines tres - 

25 basiques. riches en histidine. Elles derivent de la 
dephosphorylation et de la proteolyse d'un precurseur, la- 
profilaggrine, et subissent ensuite une maturation au^ 
cours de laquelle les residus arginine basiques sont< 
convertis en residus citrulline neutres. Ce phenomene de^ 

30 maturation est en partie responsable du manque 
d'homogeneite des preparations de filaggrine qui, pour 
une meme poids moleculaire, se presentent sous forme de 
plusieurs variants iso61ectriques . 

Le precurseur de la filaggrine, la 

35 profilaggrine, est constitue essentiellement de domaines 
repetes de filaggrine ; il en resulte une etroite parente 
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immunologique de ces deux molecules [pour revue sur les 
filaggrines, cf. DALE et al. Cellular and Molecular 
Biology of Intermediates Filaments, pp. 393-412, GOLDMAN 
et STEIWERT eds. Plenum Press (1990)]. 
5 La prof ilaggrine et la f ilaggrine sont 

extraites de l'epiderme par action de tampons a force 
ionique £levee et en presence d'uree. Toutefois, la 
filaggrine, une fois purifiee, est partiellement soluble 
dans des tampons de faible force ionique, a pH neutre. 

10 Aucune similitude entre la filaggrine humaine 

et un antigene reconnu par les auto-anticorps anti- 
Stratum Corneum de classe G, dits "antik6ratines" 
specif iques de la PR n'avait ete suggeree jusqu'a 
present. La seule relation qui a pu ete etablie par 

15 quelques auteurs est 1 * observation d'une colocalisation 
entre la filaggrine ou la prof ilaggrine, et le facteur 
perinucleaire (qui est un marqueur immunochimique de la 
polyarthrite rhumatolde) . Ces auteurs sont toutefois 
parvenus a la conclusion que le facteur perinucleaire est 

20 different de la filaggrine [HOET et al. Clin. Exp. 
Immunol. 84. 59-65 (1991)]. 

Les inventeurs ont egalement extrait 
d' epithelium oesophagien de rat un second antigene spe- 
cifiquement reconnu par les autoanticorps presents chez 

25 les patients atteints de PR. 

Cet antigene pr^sente les propriet^s sui- 

vantes : 

- apres electrophorese en PAGE-SDS, il se separe en les 
deux proteines antigeniques suivantes : 
30 . une premiere prot^ine de poids moleculaire 

moyen apparent d' environ 210 kD, 

. une deuxieme proteine de poids moleculaire 
moyen apparent compris entre environ 90 et 130 kD, 

- apres electrophorese en PAGE en conditions natives. 
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il se separe en les trois proteines antigeniques sui- 
vantes : 

une premiere proteine qui migre comrae la 
ferritine de rate de cheval (poids moleculaire : 440 kD) 
5 . une deuxieme proteine qui migre comme la 

catalase de foie de boeuf (poids moleculaire : 232 kD) , 

une troisieme proteine qui migre entre la 
lactico-deshydrogenase de coeur de boeuf, et la serum- 
albumine bovine (poids moleculaires respectifs : 140 kD 
10 et 67 kD) . 

- apres electrophorese bidimensionnelle du type IEF, 
suivie d'une migration en PAGE-SDS, il se dissocie en 
trois proteines antigeniques : 

une premiere proteine de poids moleculaire 
15 moyen apparent d' environ 210 kD dont les pHi varient 

d'environ 5,85 a 6,85, 

une deuxieme proteine de poids moleculaire 
moyen apparent compris entre environ 90 et 130 kD, dont 
les pHi varient d'environ 5,85 a 7,35, 
20 .une troisieme proteine dont le poids 

moleculaire moyen apparent varie d'environ 120 a 67 kD 
pendant que son pHi varie d'environ 5 a 7,5. 
- apres chromatographie sequentielle de gel filtration 
et d' interaction hydrophobe puis analyse en PAGE-SDS, 
25 cet antigene se separe en deux fractions proteiques 
antigeniques d'hydrophobicite relative differente: 

la fraction la plus hydrophobe contient la 
proteine de poids moleculaire moyen apparent d'environ 
210 kD et la proteine de poids moleculaire moyen apparent 
30 compris entre environ 90 et 130 kD, 

.la fraction la moins hydrophobe contient la 
proteine de poids moleculaire moyen apparent compris 
entre environ 120 et 67 kD. 

Les inventeurs ont en outre fait les 

35 constatations suivantes : 

- L' antigene de l'oesophage de rat presente 
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des reactions croisEes immunologiques avec la filaggrine 
(et, bien entendu, la prof ilaggrine) humaine et la 
filaggrine extraite de l'epiderme de rat, mais il 
apparait que ces reactions croisees n • impliquent pas les 

5 memes epitopes. En effet, la filaggrine extraite de 
l'epiderme de rat n'est pas reconnue par les auto- 
anticorps specifiques de la PR ; il en resulte que ce ne 
sont pas les epitopes reconnus par ces autoanticorps qui 
interviennent dans les reactions croisEes entre 
10 I'antigene de 1 'Epithelium oesophagien de rat et la 
filaggrine Epidermique de rat. Il en va tout autrement 
dans le cas des reactions croisees entre 1 ' antigene 
epithelial oesophagien de rat et la filaggrine humaine, 
qui inpliquent au moins une partie des epitopes reconnus 

15 par les autoanticorps specifiques de la PR. Il est a 
noter egalement que les epitopes concernes par ces 
reactions croisees et reconnus par les autoanti corps 
specifiques de la PR ne representent qu'une partie des 
epitopes de la filaggrine humaine. Par exemple, 

20 l'anticorps monoclonal AKH1 [DALE et al. J. Invest. 
Dermatol 88, 306-313 (1987)] qui reconnait un epitope de 
la filaggrine humaine ne reconnait pas I'antigene de 
1' epithelium oesophagien du rat ; d' autre part, lorsque 
l'anticorps AKH1 est utilise en immunofluorescence 

25 indirecte sur des cryocoupes d'Epiderme humain, le 
marquage observe est different de celui obtenu lorsque 
l'on utilise des auto-anticorps anti-Stratum Corneum 
specifiques de la PR. 

- l* antigene epidermique humain, quant a lux, 

30 pr6sente avec la filaggrine et la prof ilaggrine humaine 
des reactions croisees ou interviennent des epitopes 
reconnus par les autoanticorps specifiques de la PR, et 
Egalement d'autres Epitopes tel que celui reconnu par 
I'anticorps monoclonal AKH1. 

35 Toutes les fractions proteiques decrites ci- 

dessus, constitutives des antigenes de l'epiderme humain 
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et de 1'oesophage de rat, ont ete purifiees et testees 
avec les autoanticorps presents chez lea patients 
attaints de PR. H apparait que ces fractions proteiques 
presentent isolement des proprietes immunologics 
5 equivalentes a celles des antigenes dont elles sont 
issues . 

L ' Invention englobe egalement des fractions 
des antigenes de l'epiderme humain et de l'oesophage de 
rat et des fragments peptidiques issus de ces antigenes 
10 et de leurs fractions. ainsi que les fragments 
peptidiques issus de la filaggrine et de la profilaggrine 
humaine ou de leurs fractions, et portant des epitopes 
reconnus specif iquement par les autoanticorps specifiques 
de la PR. 

Au sens de la presente Invention, on entend 
par fraction, toute preparation antigenique reconnue par 
des autoanticorps anti-Stratum Comevm specifiques de la 
PR. et obtenue a partir de l'un des antigenes mentionnes 
ci-dessus, par une technique de fractionnement appropriee 
(electrophorese, chromatographie, electrofocalisation, 
etc...)- Ceci englobe les fractions obtenues a partir de 
preparations de filaggrine et de profilaggrine humaine. 
ainsi que les fractions plus specifiquement decrites ci- 
dessus. obtenues a partir des antigenes hydrosolubles 
25 d-epiderme humain et de cellules epitheliales d'oesophage 
de rat. 

L * Invention concerne en consequence egalement 
les trois proteines mises en evidence apres electro- 
phorese bidimensionnelle du type IEF suivie d'une migra- 
30 tion en PAGE-SDS. de l'antigene extrait de l'epithelium 

oesophagien de rat. 

Ces trois proteines ont egalement ete mises en 
evidence dans les fractions proteiques obtenues apres 
chromatographie sequentielle de gel filtration et inter- 
35 action hydrophobe de l'antigene extrait d' epithelium 
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oesophagien de rat, puis electrophorese en conditions 
denaturantes . 

La premiere de ces trois proteines presente un 
poids moleculaire moyen apparent d* environ 210 kD et des 
5 pHi variant d' environ 5,85 a 6,85 ; la deuxi£me pr6sente 
un poids moleculaire moyen apparent compris entre 90 et 
130 kD et des pHi variant d' environ 5,85 a 7,35 ; la 
troisieme presente un poids moleculaire moyen apparent 
conpris entre 67 et 120 kD et des pHi variant d' environ 5 
10 a 7,5. 

L' Invention concerne aussi la proteine mise en 
evidence apres electrophorese bidimensionnelle du type 
IEF suivie d'une migration en PAGE-SDS, de l'antigene 
extrait d'epiderme humain. Cette proteine a un poids 
15 moleculaire d' environ 40 kD et des pHi variant d 1 environ 
5,8 a 7,4. 

Au sens de la presente Invention, on entend 
par fragments peptidiques: 

- les fragments peptidiques resultant de la 
20 prot^olyse des proteines antigeniques provoquee par 

exemple par 1' action de proteases telles que la trypsine, 
la chymotrypsine, la papalne, la protease V8, etc..., et 
des fragments de prot6olyse extraits des tissus et 
resultant de la maturation naturelle des. proteines 
2 5 ant igeniques . 

- les peptides antigeniques d*au moins 5 
acides amines obtenus a partir de la sequence de I'un des 
antigenes mentionn6s ci-dessus ; ceci englobe en 
particulier les peptides synthetiques, ainsi que les 

30 peptides obtenus par genie genetique, reproduisant la 

sequence d'un fragment d'antigfene portant un epitope 

reconnu par les autoanti corps anti-PR. 

Quel que soit le proced6 d'obtention de ces 

peptides antigeniques, on selectionnera ceux qui portent 
35 1' Epitope ou les epitopes souhaites, sur la base de leur 

r6activite avec les autoanticorps sp^cifiques de la PR. 
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De tels peptides peuvent par exemple etre 
obtenus a partir de fragments de la sequence de la 
profilaggrine humaine qui est connue t Cf . par exemple la 
publication de CAN et al; Biochem. 29, 9432-9440 (1990)]. 

L ' Invention concerne aussi des preparations 
d' antigenes caracterises en ce qu'ils sont reconnus par 
des autoanticorps specifiques de la PR et presentent des 
reactions croisees immunologiques , impliquant des 
determinants antigeniques reconnus par lesdits 
autoanticorps, avec un antigene (proteine, fraction 
proteique, fragment peptidique) conforme a 1' Invention 
et/ou avec la filaggrine ou la profilaggrine humaine. 

Ces antigenes peuvent en particulier §tre 
obtenus a partir d' epitheliums malpighiens et 
15 eventuellement de tissus articulaires de mammiferes (y 
compris d'autres especes que l'homme et le rat), ainsi 
qu'a partir de cultures des cellules qui composent ces 
tissus. 

Les travaux des Inventeurs aboutissent done a 
l'obtention d'une serie de nouveaux antigenes solubles 
reconnus specifiquement par des auto-anticorps de 
classe G specifiques de la PR. et a la mise en evidence 
d'une reaction specif ique desdits auto-anticorps avec la 

filaggrine humaine. 
25 ces travaux trouvent une application directe 

dans le diagnostic de la PR. En consequence, 1' Invention 

concerne egalement : 

- Des compositions antigeniques pour le 
diagnostic de la presence d' autoanticorps dans un 

30 echantillon biologique d'un patient atteint de PR. 
lesquelles compositions sont caracterisees en ce qu'elles 
contiennent au moins un antigene pris dans le groupe 
constitue par : 1' antigene extrait des cellules 
epitheliales de l'oesophage de rat ; 1' antigene extrait 

35 de l'epiderme humain ; leurs fractions ou leurs fragments 
peptidiques. tels que definis ci-dessus; 
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1 'utilisation de la filaggrine, de la 
prof ilaggrine, de leurs fractions, ou de leurs fragments 
peptidiques, pour le diagnostic in vitro de la PR, en 
particulier pour la preparation de compositions 
5 antigeniques pour le diagnostic de la presence 
d'autoanticorps dans un echantillon biologique d'un 
patient atteint de PR. 

Ces compositions permettent la formation d'un 
complexe antig&ne-anticorps entre les antigenes de 

10 1' Invention (proteines, fractions proteiques et fragments 
peptidiques) et les autoanticorps presents dans un 
echantillon biologique, tel que le serum d'un sujet 
atteint de PR. 

La presente Invention a pour objet un procede 

15 de detection des auto-anticorps de classe G specifiques 
de la PR dans un fluide biologique, lequel procede est 
caract6rise en ce qu'il comprend au moins une etape au 
cours de laquelle on met en contact ledit fluide 
biologique avec au moins un antig&ne pris dans le groupe 

20 const itu6 par : 

- la filaggrine humaine, la prof ilaggrine 

humaine ; 

- un antig&ne extrait des cellules 
epitheliales de I'oesophage de rat, tel que d6fini ci- 

25 dessus ; 

- un antigene extrait de l'epiderme humain, 
tel que defini ci-dessus ; 

- les fractions ou les fragments peptidiques 
issus des antigenes ci-dessus ; 

30 laquelle mise en contact est effectuee dans des 
conditions permettant la formation d'un complexe 
antigene-anticorps avec les auto-anticorps specifiques de 
la PR eventuellement presents. 

L' antigene est eventuellement marque ou 
35 conjugue a une molecule porteuse. 

A 1' issue de cette 6tape, on procede a la 
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detection dans le fluide biologique du complexe 
immunologique forme, par des methodes physiques ou 
chimiques connues en elles-memes . 

Le procede de diagnostic precedent peut etre 
mis en oeuvre grace a un necessaire ou kit comprenant : 

- au moins un antigene (proteines, fractions 
et fragments) selon 1' Invention, eventuellement marque, 
ou un conjugue de cet antigene ou proteine avec une 

molecule porteuse ; 

- des reactifs pour la constitution d'un 
milieu propice a la reaction immunologique avec les 
autoanticorps eventuellement presents dans un echantillon 
biologique ; 

. un ou plusieurs reactifs pour la detection 

15 du complexe immunologique forme ; 

- le cas echeant, des echantillons de 
reference, tels qu'un ou plusieurs serum(s) negatif (s) et 
un ou plusieurs serum(s) positif(s). 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
20 procede conforme a 1' Invention, un test par 
innnunotransfert pour la detection des autoanticorps 
anti-Stratum Corneum de classe G, specif iques de la PR a 

ete mis au point. 

Un protocole d' innnunotransfert, realise a par- 

25 tir d'un extrait antigenique epithelial oesophagien mu- 
rin, a ete optimise pour obtenir une meilleure definition 
des'bandes immunoreactives et une meilleure sensibilite, 
puis trois configurations differentes, soit par la me- 
thode de separation des proteines antigeniques 

30 (electrophorese en conditions natives ou denaturantes) , 
soit par la dilution des serums analyses, ont ete vali- 
dees sur le plan diagnostique avec une large serie de se- 
rums representatifs de la pathologie rhumatologique . 

II est apparu que dans ces trois conditions, 

35 la sensibilite diagnostique du test oscillait autour de 
50% pour une specif icite voisine de 95%, lorsque seule la 
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presence ou l 1 absence d'immunoreactivit^ etait prise en 
compte . 

Par contre, la proteine antigenique migrant 
entre deux temoins de masses molaires 140 kD et 67 kD 
5 apres separation de l'antigene en conditions natives, 
reconnue beaucoup plus specif iquement par les scrums de 
patients atteints de PR, a permis la detection de ceux-ci 
avec une sensibilite de 68% pour une specif icite de 99%, 
performance tres superieure a celle de 

10 1 • immunofluorescence indirecte, qui presente une 
sensibilite de 43% pour une sp6cificit6 de 99%. 

Une approche parallele conduite avec 
l'antigene extrait d'epiderme humain a permis de montrer 
que la proteine de 40 kD, seule forme immunoreactive dans 

15 ce tissu, permettait d'obtenir des performances diagnos- 
tiques equivalentes a celles de la proteine antigenique 
murine migrant entre deux t§moins de masses molaires 
140 kD et 67 kD. 

L' Invention est aussi relative a un proc6de de 

20 purification des autoanticorps spec if iquement presents 
chez les patients atteints de PR, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins les etapes suivantes : 

- la mise en contact d'tin fluide biologique 
d'un patient atteint de PR avec au moins un antigene 

25 conforme a 1' Invention, et/ou avec la filaggrine ou la 
profilaggrine humaine, ou avec leurs fractions ou leur 
fragments peptidiques, tels que definis dans ce qui 
precede, dans des conditions permettant la formation de 
complexes immunologiques avec lesdits anticorps ; 

30 - I'isolement desdits complexes du milieu 

reactionnel ; 

- la separation des autoanticorps des 

complexes immunologiques. 

L' Invention a 6galement trait a un procede de 

« 

35 preparation d' anticorps caract6ris6 en ce qu'on utilise 
comme immunogene, au moins un des antigenes (proteines, 
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fractions proteiques ou fragments peptidigues) de 
1' Invention. Ces anticorps peuvent correspondre a. des 
antiserums, a des anticorps polyclonaux purifies, ou a 
des anticorps monoclonaux, produits par tout hybridome 
5 prepare selon les methodes classigues de fusion 
cellulaire entre des cellules splenigues activees in 
vitro par l'antigene ou provenant d'un animal immunise 
contre l'une des proteines antigeniques de 1' Invention et 
des cellules d'une lignee myelomateuse. 

10 L' Invention englobe egalement un procede de 

preparation d' anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
caracterise en ce qu'on utilise comme antigene 
d' immunisation la filaggrine ou la profilaggrine humaine, 
et en ce qu'on recueille les anticorps reconnaissant 

15 egalement l'antigene de 1' epithelium oesophagien de rat. 

L" invention concerne aussi un procede de 
preparation d' anticorps anti-idiotype, lequel procede est 
caracterise en ce qu'il comprend une etape au cours de 
laquelle on immunise un animal avec un anticorps 

20 monoclonal ou polyclonal obtenu conformement a 
1" Invention. 

L ' Invention est egalement relative a un 
procede de production d' anticorps monoclonaux humains 
lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend une 

25 etape au cours de laquelle on selectionne, a partir de 
lymphocytes provenant de patients atteints de PR, les 
clones qui secretent des anticorps qui reconnaissent au 
moins un des antigenes (proteines, fractions proteiques 
ou fragments peptidiques) de 1' invention, et/ou la 

30 filaggrine ou la profilaggrine humaine. 

L * invention concerne aussi un procede de 
purification d' anticorps monoclonaux humains anti- 
idiotype, lequel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend une etape au cours de laquelle on selectionne, a 

35 partir de lymphocytes provenant de patients atteints de 
PR, les clones qui reconnaissent specif iquement les 
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anticorps monoclonaux humains obtenus par le procede 
decrit ci-dessus, ou des autoanticorps specif iques de la 
PR purifies par le procede conforme a 1' Invention. 

II va de soi que 1 1 Invention concerne 
5 egalement tous les anticorps obtenus par les procedes ci- 
dessus . 

De tels anticorps sont utilisables en 
particulier dans un but de recherche, pour etudier les 
mecanismes immunologiques associes a la PR, et dans la 

10 mise au point de traitements. 

lis peuvent §tre egalement utilises pour 
localiser et caracteriser des antigenes presentant des 
caracterist iques similaires a celles des antigenes de 
I 1 invention; en particulier des antigenes eventuellement 

15 presents dans des Epitheliums malpighiens et dans les 
tissus articulaires de mammiferes, y compris des 
mammif^res d'autres especes que l'homme ou le rat. 

D 1 autres caracteristiques et avantages de 
1' Invention apparaitront a la lecture des exemples qui 

20 suivent et qui sont illustres par les figures en annexe 
etant entendu que ces exemples ne sauraient etre 
interpretes comme tendant a reduire la portee des 
Revendications . 

KXBMPLK 1 - OlRACTERlgATION PR L' ANTIGENS BXTRAIT 
25 P'EPTTHRLTPM OBSOPHAGIBN DB RAT 

I - MATERIEL BT METHODS 

A - EXTRACTION DBS PROTBXNBS EPITHELIALBS 

11 Prfoaration de 1 ' pnit helium oesophaaien oar 
r»1ivaa«> rhorio-epithelial 

30 L'oesophage de rat est compost de trois tuni- 

ques principales qui sont, de l'exterieur vers 
l'interieur : une couche conjonctive (1'adventice) , une 
couche musculaire (la musculeuse), une couche composee 
d'un chorion recouvert par un epithelium malpighien cor- 

35 nifie (la muqueuse) . 



i 
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Apres elimination, par dissection, de l'adven- 
tice et de la musculeuse, 1 ' epithelium est separe mecani- 
quement du chorion (clivage chorio-epithelial ) apres un 
choc thennique successivement a 4*C puis a 57 *C en milieu 
liquide (KH 2 /K 2 H-P0 4 8,5 mM; NaCl 150 mM; acide 
ethylene diamine tetraacetique (EDTA) 5 mM ; phenylmethyl 
sulfonylfluoride(PMSF) 4 mM; pH7.4). Les epitheliums 
clives sont conserves hydrates par un volume minimal de 
PBS (KH 2 /K 2 H-P0 4 8,5 mM; NaCl 150 mM; pH 7,4) avant de 
subir un contr61e histologique permettant de verifier 
1« absence de chorion contaminant. 

L'antigene de 1' Invent ion etant exclusivement 

15 epithelial, c'est a partir du seul epithelium que sont 
realisees les extractions. 

A partir d' epitheliums clives, 1* extraction 
des proteines epith61iales est realisee successivement 
par broyage au potter puis agitation a 4 'Celsius. 

20 Des protocoles classiques (W.W. Franke et al., 

J. Mbl. Biol., 153:933-959, 1981 - T.T Sun and H. Green, 
J. Biol. Chem. 253 (6) :2053-2060, 1978) adaptes a 
1- extraction sequentielle des proteines a partir de tis- 
sus epitheliaux et notamment de l'epiderme, ont ete tout 

25 d'abord utilises. Puis des extractions en une seule etape 
ont ensuite ete testees. Differents milieux d' extraction 
correspondent a des tampons Tris-HCl additionnes ou non 
de sels (KC1, NaCl), de detergents (Triton, Nonidet P40 
[NP401 ) , d' agents denaturants (uree, SDS) et d' agents 

30 reducteurs (b§ta-mercaptoethanol [2-ME] ) ont ainsi ete 
testes . 

Au cours des extractions f ractionnees , 
l'antigene a ete retrouve exclusivement dans la fraction 
correspondant soit a un tampon Tris de faible force 
35 ionique, soit a un tampon Tris salin (TBS) additionne 
d'EDTA et de Triton. Ceci a permis de conf inner que 
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l'antigene n'est pas une cytokeratine, de montrer qu'il 
est extractible en absence d'uree et d' agents reducteurs 
et qu'il est hydrosoluble. 

Cependant, en comparant les di verses tech- 
5 niques d' extraction, 1'intensite de 1 ' iinmunoreactivite 
est apparue superieure en presence de NP40* Un milieu 
d' extraction constitue de TBS + inhibiteurs + NP40 a 
0,5 % apparait done comme le plus efficace. 

Lors de la purification de l'antigene, 
10 1' intense absorption du NP40 a 280 ran interfere avec 
celle des proteines, notamment en chromatographie de gel 
filtration . Un tampon TBS + inhibiteur sans NP40 peut 
etre utilise pour 1' extraction de l'antigene en prealable 
a des travaux de purification. 
15 ^) Ontimigat-ion des conditions Dhvsioues 

ri' extraction 
Afin d'optimiser la procedure d' extraction, 
certains parametres physiques ont ete explores de maniere 
systematique. II s'agit de la temperature, de la duree, 
20 du type de broyage, du type d' agitation et de 1' action 
d' inhibiteurs enzymatiques . 

- Brwaqe : 

II a ete effectue soit au potter electrique a 
haute vitesse, soit de fagon plus douce, au potter ma- 
25 nuel. L'efficacite de 1' extraction a ete dans les deux 
cas a peu pres equivalente* Le potter electrique est ce- 
pendant prefere car il permet le broyage d'un plus grand 
nombre d 1 oesophages . 

- son j cation : 

30 L' optimisation de 1' extraction par des soni- 

cations de duree variable, apr£s potterisation a ete tes- 
tee. Elle s'est averee tres faible. La sonication n'est 
done pas necessaire. 

- Agitation : 

35 Agitation douce et agitation rapide ont ete 

compares. Une agitation rapide en presence d'un d6ter- 



WO 92/19649 



PCT/FR92/00371 



18 

gent entrainant la formation de mousse provoque une 
suroxygenation du milieu susceptible d'alterer 
l'antigene. En fait, la qualite de 1- extraction a ete 
identigue dans les deux cas. Une agitation douce a cepen- 
5 dant et6 retenue pour preserver au maximum l'antigene. 

Temperature ambiante et temperature de 
4 "Celsius ont ete comparees. De meilleurs resultats ont 
ete obtenus avec des extractions conduites a 4 'Celsius. 

10 - Puree : 

Des extractions sous agitation de 15 minutes, 
2 heures et 17 heures ont ete comparees. Bien que 
1' augmentation du temps d' extraction augmente faiblement 
la quantite d'antigene extrait, une duree de 15 minutes a 

15 ete retenue pour minimiser le risque d' alteration de 
1 • antigene . 

- Tnh-ilriheurs : 

L'effet protecteur pour l'antigene des inhibi- 
teurs suivants a ete teste : 
20 - Inhibiteur de la proliferation bacterienne : 
Azide de sodium, 

- inhibiteur d ' enzymes lytiques : 

proteases (aprotinine, FMSF), phosphatases (NaF , PCMB 
(acide parachloromercuribenzoique) ) , glycosidases 
25 (deoxymannojirimycine, deoxyjirimycine) . 

Des extractions sans inhibiteurs ont ete rea- 
lisees notamment lorsque 1' extrait etait destine a la ca- 
racterisation biochimique de l'antigene par action de 
differentes enzymes ; aucune modification de l'antigene 
30 n'a ete constat ee en 1' absence d ' inhibiteur . 

- Prntnpnls ft ' wf racti on optimise : 

L' etude des parametres precedents a permis de 
determiner le protocole d' extraction optimise ci-apres : 

- Substrat : epithelium d'oesophage de rat obtenu par 

« 

35 clivage chorio-epithelial . 
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- Tan£>on : Tris-HCl 40 mM 

NaCl 150 mM 
EDTA 10 mM 
PH 7,4 

5 - Inhibit eurs : Azide de sodium 0,1 % 

PMSF 1 mM 
Aprotinine 2 ^ig/ml 

- Rapport substrat/ tampon : 

500 \il de tampon par epithelium oesophagien 
10 - Conditions : 

Broyage : potter electrique, 15 minutes 

Temperature de broyage : 4 'Celsius 

Agitation apr&s broyage : 15 minutes a 4 'Celsius 

- Concentration proteique totale de l'extrait : 
15 5 a 8 mg/ml 

- Conservation de l'extrait brut : 
-20 ou -40 # Celsius 

- Preparation a partir fle muqueuse 
oesophaqienne total e : 

20 Dans un but de simplification de la procedure 

d' extraction, 1* extraction de I'antig&ne & partir de mu- 
queuse oesophagienne totale a ete etudiee. Une simple 
dissection de la muqueuse sans clivage chorio-epithelial 
a ete realisee. La contamination proteique de l'extrait 

25 ainsi induite a ete etudiee. 

Des extractions paralleles, soit a partir de 
muqueuses, soit a partir d' epitheliums clives ont ete 
ef fectuees . 

L' analyse en PAGE-SDS des proteines extraites 
30 montre que la presence du chorion n'entraine pas de 
contamination proteique majeure dans la zone de masse mo- 
laire de l'antig&ne. Apres immunotransfert de la fraction 
6pith61io-choriale extraite par broyage, l'antigdne est 
parfaitement detectable. 
35 c) Concentration de l'extrait brut 

L'antig&ne etant faiblement represent^ dans 
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!■ extrait brut (moins del* des proteines totales) , une 
etape de concentration des extraits s'avere necessaire. 
surtout lorsque ceux-ci doivent etre analyses par 
electrophorese miniaturisee de type systeme • Phastsystem 
Pharmacia {R) ' (dep6ts de l'ordre du microlitre) . 

Parmi les diverses techniques de concentration 
testees, celle consistant a concentrer les extraits par 
precipitation au TCA 10 % a ete retenue. Cette technxque 
facile a mettre en oeuvre ne produit aucune alteration de 
l'antigene puisque la reponse immunologique est parfaite- 
ment conservee en immuno trans f ert . 

De la mime facon, des precipitations par 
1'ethanol ou le sulfate d' ammonium ainsi que la lyophili- 
sation contrdlee n'induisent aucune alteration sensible 
de l'antigene et sont done parfaitement utilisables. 
B - ELECTROPHORESES 

Quels que soient les milieux d' extraction Stu- 
dies (comme decrit ci-avant), les proteines solubles sont 
separees par PAGE puis electro-transferees sur nitro- 
20 cellulose. 

H t^ rnT - a finn pfj-r tkf ho-ri zontale 
Gel : 9 X 15 cm, 4% acrylamide contenant des ampholines 
foment un gradient de pH de 3,5 a 9,5. 
Echantillon depose : extrait brut prepare selon le pro- 
tocol precedent, concentre par precipitation au TCA a 
10% et repris dans l'eau. 

^| fil f r< -rnnhn-r f ff f * TnonorHTtienRI OimellfiB 
- Electrophorese verticale classique selon la methode 
decrite par Laemmli (Nature, 227 : 680-685, 1970) 
Gel : 10 X 10 cm, 7% acrylamide. 
! Tampon de migration : Tris 25 mM, glycine 192 mM, 
SDS 1%, pH 8,3. 

Echantillon depose : extrait brut lyophilise et reprxs 
en Tris-HCl 10 mM pH 7,4, SDS 2%, 2MB 1%, bleu de 
35 bromophenol 0,1%, glycerol 10%. 



25 
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- Electrophorese horizontals miniaturisee en conditions 
denaturantes . 

. Gel : 4 X 4 cm, 7,5% acrylamide. 

• Tampon Tris 200 mM, Tricine 200 mM, SDS 0,55%, pH 8,1. 
5 . Echantillon depose : extrait brut concentre par preci- 
pitation au TCA 10% et repris en Tris-HCl 10 mM, 
pH 7,4, SDS 2%, 2-ME 1%, Bleu de bromoph6nol 0,1%. 

- Electrophorese horizontale miniaturisee en conditions 
natives. 

10 . Gel : 4 X 4 cm, gradient de 8 a 25% en acrylamide. 
. Tampon de migration : Tris 250 mM, L-Alanine 880 mM, 
pH 8,8. 

. Echantillon depose : extrait brut concentre par preci- 
pitation au TCA 10% et repris soit dans l'eau, soit en 
15 tampon Tris-HCl 200 mM a differents pH. 

3) Electrophoreses bidimensionnelles 

IEF/PAGE-SPS 

- Premiere dimension : IEF horizontale. 

. Gel : 4 X 4 cm, 4% acrylamide, gradient de pH 3,5 a 
20 9,5. 

. Echantillon depose : extrait brut concentre par preci- 
pitation a l'ethanol (4 volumes) et repris dans l'eau. 

- Deuxieme dimension : electrophorese denaturante comme 
d6crite pr^cedemment . 

25 . Echantillon depose : piste gel IEF incubee en Tris 
112 mM, acide ac6tique 112 mM, SDS 2,5%, 2-ME 1%. 
C - IMMUNODETECTION 

L ' immunodetection de l'antig&ne est rdalisee a 
l'aide de serums humains, provenant de patients atteints 

30 de PR, dans lesquels les autoanticorps anti-Stratum 
Coimeum d'oesophage de rat ont 6t6 pr6alablement titres 
par IFI semiquantitative et affectes d'une valeur-titre 
de 0 a 8 : parametre GIFOR (G-Immunof luorescence- 
Oesophage de Rat). La valeur-seuil, GIFOR = 2, qui cor- 

35 respond a une specif icite diagnostique pour la PR supe- 
rieure a 99 % permet de classer les serums de malades en 
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deux groupes : GIFOR+ et GIFOR- (C.Vincent et al., Ann. 
Rheum. Dis. 48:712-722, 1989). 

Dans les serums choisis, on a egalement pris 
en compte le parametre immunologique suivant : le titre 
5 des autoanticorps anticytokeratines epidenniques de 
classe G determine en ELISA (GELISA) (G.Serre et al., 
J. Invest. Dermatol. 88:21-27, 1987). Ces autoanticorps 
reagissent en immunotransfert avec les cytokeratines 
humaines contaminantes eventuellement presentes dans 

10 l'extrait et dues a la desquamation naturelle des manipu- 
lateurs. Les serums utilises ont ete choisis pour consti- 
tuer egalement deux groupes, GELISA+ et GELISA- , en fonc- 
tion du titre eleve (absorbance>0, 6) ou faible 
(absorbance<0,2) de ces autoanticorps naturels. Au total, 

15 les quatre sous-groupes de serums de PR suivants ont ete 
utilises : 

- GIFOR+/GELISA+ 

- GIFOR+/GELISA- 

- GIFOR- /GELISA+ 
20 - GIFOR- /GELISA- 

Enfin, des serums temoins provenant 
d'individus normaux ou de patients atteints d' affections 
rhumatologiques non rhumatoides ainsi que des anticorps 
monoclonaux murins specifiques des cytokeratines humaines 

25 ont ete inclus dans les tests (G.Serre et al., Colloque 
INSERM, John Libbey Eurotext, Vol. 171:524, 1988). 

Apres PAGE des proteines, immunotransfert sur 
membrane de nitrocellulose et incubation avec les serums 
humains ou les anticorps monoclonaux, un second anti- 

30 corps, correspondant a des fragments F(ab) '2 de chevre 
anti-IgG (gamma) humaines ou Fab de mouton anti-IgG (H+L) 
de souris, marque a la peroxydase, est incube avec la 
membrane et la formation du complexe antigene-anticorps 
est revelee par mise en evidence de l'activite 

35 peroxydasique, par H 2 0 2 et 4-chloro-l-naphtol. 
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Dans ces conditions experimentales, l'antigene 
est reperable en iinmunotransfert par une immunoreactivite 
specif ique des serums de PR GIFOR+. Les autoanticorps 
naturels anticytokeratines se traduisent , seulement 
5 lorsque l'antigene a ete prealablement separe en PAGE- 
SDS, par la presence de bandes immunoreactives situees 
autour de 65-67 Kd, present es dans les seuls serums 
GELISA+, plus ou moins intenses en fonction de leur titre 
et totalement independantes de la valeur de GIFOR. 
10 D - CHROMATOGRAPHIE 

Les molecules antigeniques ont ete separees 
dans differentes fractions apres chromatographic sequen- 
tielle gel filtration/ interaction hydrophobe. Ces frac- 
tions ont ete analysees par PAGE-SDS et PAGE en condi- 
15 tions natives. 

B - DIGESTION ENZYMATIQUE 

1) Proteinase K 

Deux extraits d' epithelium d'oesophage de rat 
en tampon TBS/NP40 sont precipites au TCA 10% et les pro- 

20 teines reprises dans un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,5 
CaCl2 10 mM. Un des extraits est additionne de proteinase 
K (preincub^e pendant 1 heure a 37 *C pour 6liminer 
d'autres hydrolases 6ventuellement presentes dans la pre- 
paration commerciale) a la concentration finale de 

25 50 g/ml. Les deux 6chantillons sont ensuite incubes pen- 
dant 1 heure a 37 # C puis analyses comparativement en 
immunotransf ert apr&s migration en PAGE en conditions 
natives ou en PAGE-SDS. 

2) Nuclease 

30 Deux extraits d' Epithelium d'oesophage de rat 

en tampon TBS/NP40 sont precipites au TCA 10%. L'un d'eux 
est hydrolyse par 2 U/^il de nuclease de microccoque 
(hydrolyse de l'ADN et de 1'ARN) en Tris-HCl 50 mM, 
pH 7,5, CaCl2 5 nM. deuxifeme echantillon, non traite, 

35 sert de t&noin . Les deux preparations sont incubees pen- 
dant 1 heure a 37 *C puis analys6es comparativement en 
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immunotransfert apres migration en PAGE en conditions na- 

tives ou en PAGE-SDS. 

F - DBGLYCOSYLATZON 
n owda Urm a Tari<iP neriodioue 
Le protocole de WOODWARD et COLL. (J- IMM. 
METH. 78:143-153, 1985) a ete utilise ; ce protocole per- 
met l'oxydation periodique d'un echantillon prealablement 
transfere sur une membrane de nitrocellulose, l'oxydation 
periodique pouvant etre suivie d'une immunodetection. 

Un extrait d' epithelium d'oesophage de rat est 
transfere apres migration en PAGE-SDS. La membrane de 
nitrocellulose est decoupee en plusieurs pistes qui sont 
soumises a une oxydation periodique (incubation en tampon 
acetate de sodium 50 mM pH 4,4, periodate de sodium 
20 mM. pendant 1 heure a l'obscurite et a temperature 
ambiante) suivie d'une reduction au borohydrure de sodium 
(NaBH 4 ) 50 mM en PBS pH 7,4 pendant 30 minutes a tempera- 
ture ambiante). Des echantillons temoins ne subissant 
aucun traitement chimique ou subissant uniquement la 
reduction ont ete inclus. L • ensemble des echantillons est 
ensuite immunodetecte . 

?,} Trf^ 1 ™^ par 1'acide 

rr -i f 1 noT-oTn&- y. a ngRiilf oni one (TFMSL 
L 1 utilisation du TFMS, selon la methode de 
EDGE et Coll. (ANAL. BIOCHEM. 118:131-137, 1981), permet 
une deglycosylation quasi-totale des glycoproteines tout 
en conservant leur axe peptidique. Cette methode a ete 
appliquee k une glycoproteine temoin, la fetuine bovine, 
et a des extraits d' epithelium d'oesophage de rat conte- 
nant l'antigene. Les extraits sont dialyses contre de 
l'eau puis lyophilises. Leur traitement est realise par 
addition d'un melange (66/33-V/V) de TFMS et d'anisole 
(agent protecteur de l'axe peptidique) et incubation sous 
agitation apres saturation en azote de 1* atmosphere des 
i tubes. Le protocole de reference a ete optimise en fai- 
sant varier dif f erents parametres : 
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- proportion de melange TFMS/anisole par rapport k la 
masse de prolines traitee : 33 a 266 \il de melange par 
mg de proline totale de 1'extrait oesophagien. 

- teirp^rature : O'C, 4'C ou temperature ambiante. 
5 - Duree de 1' incubation : 1, 3 ou 24 heures. 

Dans tous les cas, apres incubation, l'arr§t 
de la reaction est effectue par addition de 2 volumes 
d'6ther glacial et de 3 volumes d'un melange pyridine/eau 
(50/50-V/V) . Le precipite de trif luoromethanesulf onate de 

10 pyridinium, soluble dans la phase eth6ree, a ete elimine 
avec elle. Apres une nouvelle extraction par 1' ether gla- 
cial, la phase agueuse a ete dialysee contre de 1'eau. 
Les echantillons ont ensuite 6te lyophylises, separes par 
PAGE, transf6res, puis immunod^tectes . 

15 3) Traitem pnt par la peptide N-olvcosidase F 

(PNGase F) 

La PNGase F, egalement commercialisee sous le 
nom de Glycopeptidase F ou de N-Glycanase, hydrolyse la 
liaison amide existant entre le residu asparaginyl d'une 
20 glycoprot^ine et le N,N' -diacetyl-chitobiose de la struc- 
ture commune a tous les oligosaccharides N-lies. 

La fetuine contient trois chaines oligo- 
saccharidiques N-liees dont 1 1 elimination par la PNGase F 
entraine une diminution de masse molaire facilement vi- 
25 sualisable en PAGE-SDS (S. HIRANI et al., ANAL. BIOCHEM. 
162:485-492, 1987). 

La f6tuine bovine (2 mg/ml) et un extrait lyo- 
philise d' Epithelium oesophagien de rat (8 mg/ml de pro- 
line) sont denatures pendant 5 mn a 90 *C avec du SDS a 
30 2% et du 2-ME 0,05 M. Puis les prolines sont placees 
dans un milieu r6actionnel de composition suivante : 

- NP40 1,25% (protection de 1' enzyme vis-a- 
vis de 1' act ion d^naturante du SDS), 

- phosphate de potassium 166 nMpH 8 (conservation du pH 
35 optimal de I'enzyme), 

- I,10-orthoph6nantroline 10 mM (inhibiteur de proteases) 
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solubilise dans du methanol a la concentration finale 

de 10%, 

- PNGase F 0,3 U/|ll. 

Dans ce milieu reactionnel, les concentrations 
finales respect ives du SDS et du 2 -ME sont de 0,166 % et 
16 mM. L' incubation est de 24 heures a 37 *C. 

Des temoins "fetuine" et "extrait antigenique" 
incubes sans enzyme sont inclus dans le protocole. Apres 
hydrolyse et concentration par precipitation au TCA, les 
echantillons sont separes par PAGE, transferes et immuno- 
detectds . 

6 - REAC TIVI T Y AVEC DIFFEREHTES LECTINES 

Les Inventeurs ont cherche a confirmer la na- 
ture glycoproteique de l'antigene en detectant specif i- 
quement certains sucres par des lectines couplees a la 
peroxydase. Deux lectines vegetales : la lectine de germe 
de ble (WGA) et la concanavaline A (ConA) ont ete choi- 
sies pour leur specificity differente (I.J. GOLSTEIN et 
r.D. PORETZ, The Lectins : properties, functions and 
applications in biology and medicine) 

- la WGA reconnait des residus de <D-N acetylglucosamine 
avec les affinites croissantes suivantes : 

(1) GlcNAc«GlcNAcSl-4GlcNAc<GlcNAc61-4 GlcNAcSl-4GlcNAc 
et se fixe egalement avec une moindre affinite sur les 
residus d'acide sialique. 

- La Con A s'associe aux sucres suivants, classes par 
affinity croissante : 

(2) aGlcNAc<aGlc<aMan<Manal-2Man<Manal-2Manal-2Man 

les prot6ines de deux extraits antigeniques , bruts ou pu- 
rifies, sont transferees sur nitrocellulose apres migra- 
tion en PAGE monodimensionnelle ou IEF / PAGE - SDS . Les 
bandes de nitrocellulose ont ete incubees avec la Con A 
et la WGA couplees a la peroxydase aux concentrations mi- 
nimales respectives de 20 et 15 g/ml (J.C.S. CLEGG, 
ANAL. BIOCHEM 127:389-394, 1982 et W.F. GLASS et al., 
ANAL. BIOCHEM. 115:219-224, 1981). L'incubation est rea- 
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lisee dans un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 200 mM, 
CaCl 2 ImM, MnCl 2 1 nM et Tween 0,1% pendant 1 heure a 
37 "C et 1 miit a 4'C. Celle-ci est precedee et suivie 
d'6tapes de lavages dans le meme tampon. Differents 
5 agents de saturation supplement aires comme la gelatine ou 
la s6rum-aibumine bovine oxydee par un traitement a 
l'acide periodique ne permettent pas d 1 amplifier la 
reponse obtenue lors de 1 "utilisation du seul Tween. 
Apres le dernier lavage, 1 * association lectine-antigene 
10 est revelee par mise en evidence de l'activite 
peroxydasique par H2O2 et 4-chloro-l-naphtol comme lors 
des immunodetections. 

II - HARAOTERISATIQH PHYSICOCHIMIOUE DE L 'ANTIGENS 

La caracterisation physico-chimique de I'anti- 
15 gene a ete effectu6e k partir d'extraits bruts 
d* epithelium d'oesophage de rat, puis a partir de frac- 
tions antig&iiques purifi6es. Dans les detox cas, apres 
separation eiectrophoretique, les proteines ont et6 
transferees puis immunodetect6es par des serums de pa- 
20 tients atteints de PR. 

A - MASSE MOLAIRE 

La figure 1 represente 1' analyse en immuno- 
transfert d'un extrait d* epithelium d'oesophage de rat 
separe par PAGE-SDS. L' extrait brut est concentre dix 

25 fois par precipitation au TCA & 10%, repris en tampon de 
Laemmli, s6pare par PA6E-SDS (7,5%), transfer sur nitro- 
cellulose et imrnmunodetecte avec des serums de PR GIFOR + 
(pistes 1-12) et GIFOR - (pistes 13,14) dilues au 1/100 ; 
•Tq* represente un temoin negatif incube avec l'anticorps 

30 secondaire seul et "PM" represente des marqueurs de poids 
moleculaire. L'antigene se presente sous la forme d'une 
bande immunoreactive etroite correspondant a une proteine 
de masse molaire moyenne d' environ 210 kD et d'une zone 
immunoreactive large et etaiee correspondant a une pro- 

35 teine de masse molaire mpyenne comprise entre 90 et 
130 kD. 
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B - POINTS ISOELBCTRIQUES 

L'extrait brut est concentre cinq fois par 
precipitation au TCA a 10%, repris dans l'eau, separe par 
IEF (pHi 3,5 a 9.5), transfere puis immunodetecte avec 
des serums de patients atteints de PR, GIFOR + et 
GIFOR -. Les molecules antigeniques presentent une dis- 
tribution tres heterogene, les proteines de l'extrait 
brut reconnues specifiquement par la plupart des serums 
GIFOR + se repartissent en un faisceau de bandes fines 
dont les points isoelectriques varient de 5,2 a 7,5. 

C - CARACTERISTIQUE DE MIGRATION EN CONDITIONS 
NATIVES 

La figure 2 represente 1 ' immunotransf ert d'un 
extrait d' epithelium d'oesopbage de rat repris en milieu 
acide et separe par PAGE en conditions natives. L'extrait 
brut concentre dix fois par precipitation au TCA a 10%, 
est repris dans l'eau (pH inferieur a 4) , separe par PAGE 
en conditions natives (8-25%), transfere puis immuno- 
detecte avec des serums de PR GIFOR + (pistes 1-4) dilues 
au 1/100 ; "To" represente un temoin negatif incube avec 
1- anticorps secondaire seul. Dans ces conditions de 
reprise de 1 ' ecnantillon a pH acide, 1 ■ immunotransf ert 
effectue avec quatre serums de patients atteints de PR 
fait apparaitre trois zones immunoreactives correspondent 

25 respectivement a : 

une premiere proteine qui migre comme la 
ferritine de rate de cheval (poids moleculaire : 440 kD) 

une deuxieme proteine qui migre comme la 
catalase de foie de boeuf (poids moleculaire : 232 kD) , 
30 .une troisieme proteine qui migre entre la 

lactico-deshydrogenase de coeur de boeuf, et la serum- 
albumine bovine (poids moleculaires respectifs: 140 kD et 

67 kD, , 
lesquelles sont reconnues avec une affinite 

35 variable selon les serums. 



20 
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D - ELECTROPHORESIS BIDIMEHSIONNKTiTiK 
IEF/PAGE-SDS 

Cette technique qui combine IEF dans la pre- 
miere dimension et PAGE-SDS dans la deuxi&ne permet de 
5 determiner simultanement les points isoelectriques et les 
masses molaires des di verses molecules antigeniques , de 
confirmer leur grande h^terogeneite de charge et de mon- 
trer leur grande h6t6rogeneite de masse. 

La figure 3 repr6sente 1 1 immunotransf ert d'un 

10 extrait d' epithelium d'oesophage de rat separe par elec- 
trophorese bidimensionnelle { IEF/PAGE-SDS) . L' extrait 
brut concentre 20 fois par precipitation a l'6thanol puis 
repris dans l'eau, est separe par' IEF (pHi 5 a 8) puis 
par PAGE-SDS (7,5%), transfere puis immunodetecte avec 

15 deux serums de patients atteints de PR GIFOR + (1,2) 
dilues au 1/100. La zone immunoreactive de 90 a 130 kD 
presente des pHi variant de 5,85 a 7,35, ceux de la bande 
de 210 kD varient de 5,85 a 6,85. Une troisieme popula- 
tion immunoreactive, en forme de "virgule* migre de 120 a 

20 67 kD tandis que ces pHi se repartissent de manidre 
continue entre 5 et 7,5. Les molecules antigeniques de 
masse molaire inferieures a 90 kD, clairement detectees 
aprds electrophorese bidimensionnelle, n ' apparaissent en 
electrophorese monodimens ionnel 1 e qu'avec des serums de 

25 titre eleve, sous la forme d'une extension de 
1 • immunoreactivite vers les zones de faible poids mol6cu- 
laire. La plus grande quant ite d'antigfene diposee en 
IEF/PAGE-SDS, permettant une meilleure sensibilite 
d' immunodetection, explique cette apparente discordance. 

30 E - CARACTERI STIQUES DE SEPARATION 

CHROHATOGRAPHIQUE 
La figure 4 represente la separation en chro- 
matographie d' interaction hydrophobe d'une solution anti- 
gdnique pr^purifiee d'un extrait brut par chromatographie 

35 de gel filtration sur superose 12 (profil dilution suivi 
par mesure de l'absorbance a 280 nm) . Des fractions 
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immunoreactives ainsi prepurifiees sont separees sur 
Phenyl-Superose (Trace 2 = Tampon d'equilibre : phosphate 
50 ntM, (NH 4 ) 2 S0 4 1,7 M, pH 7 ; Tampon d'elution : 
phosphate 50 mM, pH 7 ; volume inject e : 3,6 ml ; Debit : 
5 0,5 ml/mn ; DO 280 nm pleine echelle (Trace 1) : 0,05. 

Les profils d'elution et l'6tude par immuno- 
transfert des differentes fractions antigeniques se sont 
averes tres reproductibles au cours de multiples purifi- 
cations. La repartition des molecules antigeniques dans 

10 les differentes fractions a done pu §tre modelisee. 

La figure 5 repr^sente la modelisation des 
profils d'immunoreactivite des fractions antigeniques pu- 
rifiees par chromatographie sequentielle gel 
filtration/ interaction hydrophobe, obtenue apres PAGE-SDS 

15 (1) ou PAGE en conditions natives (2). Les differences 
d'intensite des bandes ou zones immunoreactives ref latent 
la richesse relative en proteines antigeniques de chaque 

fraction (A-H) . 

En 61ectrophorese denatxxrante, la bande a 
20 210 kD (fractions F, G et H) , la large bande mal limitee 
de 90 a 130 kD (fractions D, E, F, G et H) et une bande 
de 67 a 90 kD (fractions C, D et E) ont ete visualisees. 

En electrophorese en conditions natives , la 
bande fine a 440 kD (fractions F, G et H) , la bande a 
25 232 kD (fractions C, D, E, F, G et H) et la large bande 
entre les temoins de 140 kD et 67 kD (fractions B, C, D 
et E) ont ete retrouvees. 

La comparaison des molecules antigeniques ana- 
lysees en PAGE-SDS dans les differentes fractions puri- 
30 fiees (Figure 5) et des molecules identifiees apres 
electrophorese bidimensionnelle (IEF/ PAGE-SDS) dans un 
extrait brut, comme indique a la figure 3, renseigne sur 
lexir lydrophobicite respective : 

- La bande a 210 kD dont les pHi varient de 
35 5,85 a 6,85, est retrouvee dans les fractions obtenues en 
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fin dilution (fractions F, G et H) , elle est done tres 
hydrophobe . 

- La zone diffuse de 90 a 130 kd, dont les pHi 
se situent de 5,85 a 7,35, presente le meme profil 

5 dilution que la bande a 210 kD (fractions E, F, G et H) 
et done la meme hydrophobicite. 

- Par contre, la population en forme de "vir- 
gule" qui presente des pHi plus etales de 5 k 7,5, est 
retrouvee majoritairement en debut dilution (fractions 

10 B, C, D et E) et presente done ion caract^re moins hydro- 
phobe que les deux molecules precedentes. 

Ill - CARAOTRRTSATTON BIOCTTMTnntt TO L'AMTIGENg 

A - LBS MOLECULES ANTIGENIQUES SOOT DE NATURE 
PROTEIQUE 

15 La figure 6 repr^sente 1' analyse en immuno- 

transfert des prot^ines d'un extrait antigenique digere 
(b) ou non (a) par la proteinase K, separe par PAGE en 
conditions natives (8-25%) , trans fere puis immunodetecte 
avec trois serums de patients atteints de PR GIFOR + 

20 (pistes 1-3) et un s6rum de patient atteint de PR GIFOR - 
(piste 4) ; Tg represente un temoin negatif incube avec 
l'anticorps secondaire seul. 

Les colorations au Rouge Ponceau des bandes de 
nitrocellulose correspondant aux echantillons traites 

25 montrent la digestion totale des proteines de 1' extrait, 
L ' immunodetection apres PAGE en conditions natives montre 
que 1 1 immunoreactivit6 specif ique des serums GIFOR + dis- 
parait lorsque 1 ' 6chantillon est prealablement digere par 
la proteinase K. L l immunodetection apres transfert des 

30 echantillons s£pares en PAGE-SDS a confirme ce resultat. 

La nature proteique des molecules porteuses de 
1' antigenicity etant affirmee, les Inventeurs ont entre- 
pris de determiner s'il s'agissait d'homo- ou 
d'heteroprot^ines, quelles association et/ou substitu- 

4 

35 tions de I'antigene etaient susceptibles de rendre compte 
de la diversity de point isodlectrique et de masse 
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molaire apparente et quelle etait la nature biochindque 
du ou des epitopes reconnus. 

B - LBS PROTEINES ANTIQENIQUES NE SONT PAS 
ASSOCXBES A DBS ACIDES NUCLEIQUES 
5 L' association eventuelle de l'antigene avec 

des acides nucleiques a ete etudiee. La figure 7 repre- 
sente en (1) 1' analyse d'un extrait d' epithelium 
d'oesopnage de rat traite (b) ou non (a) par la nuclease 
de microccoque puis analyst par electrophorese en gel 
10 d' agarose 1% suivie d'une coloration au bromure 
d'ethidium, "M" represente un marqueur de taille en kilo- 

paires de bases. 

Apres separation des echantillons par electro- 
phorese en gel d" agarose 1%, 1- absence d' acides nu- 
15 cleiques dans 1 ■ echantillon traite prouve l'efficacite de 
la digestion enzymatique. 

La figure 7 represente en (2) 1' analyse par 
imraunotransfert apres PAGE en conditions natives (8-25%), 
realisee avec trois serums de patients atteints de PR 
20 GIFOR + (pistes 1-3) et un serum de PR GIFOR - (piste 
4) ; T 0 represente un temoin negatif incube avec 
l'anticorps secondaire seul. 

L' immunodetection apres PAGE en conditions na- 
tives montre 1 ' insensibilite des proteines antigeniques 
25 au traitement par la nuclease tant du point de vue de 
leur immunoreactivite avec les serums de patients de PR 
que de celui de leur masse molaire apparente, prouvant 
qu'elles ne sont pas associees a des acides nucleiques. 

C - LBS PROTEIHES ANTIGENIQUES SONT-ELLES DES 
30 GLYCOPROTEINES ? 

Les glycoproteines presentent souvent une 
forte heterogeneite de points isoelectriques et un taux 
inconstant de fixation du SDS qui rend mediocre leur re- 
solution en PAGE-SDS. Les proteines antigeniques presen- 
35 tant egalement ces caracteristiques , les Inventeurs ont 
cherche leur eventuelle substitution par des residus glu- 



WO 92/19649 



PCT/FR92/00371 



33 

cidiques. Dans ce but, des techniques visant soit a alte- 
rer les molecules de sucres eventuellement portees par 
l'axe peptidique, soit a debarrasser la partie proteique 
de ses residus glycaniques, ont ete utilisees. 
5 1) Destruction d'eventuels epitopes 

alucidioues oar 1* acide periodioue 
La figure 8 represent e 1 • immunodetection d'un 
extrait d 1 epithelium d'oesophage de rat qui, apres sepa- 
ration par PAGE-SDS (7,5%) et transfert a ete : 
10 - incub£ pendant lh30 en tampon PBS (t6moin 
"incubation" : piste a), 

- incub6 pendant lh en tampon acetate de sodium, puis re- 
duit pendant 30 minutes au borohydrure de sodium 
(temoin "reduction" : piste b) , 

15 - oxyde par 1 1 acide periodique en tampon acetate de so- 
dium pendant lh puis r6duit pendant 30 minutes au boro- 
hydrure de sodium ("essai" : piste c) , 

trois serums de PR GIFOR + (pistes 1-3), deux serums de 
PR GIFOR - (pistes 4, 5) et deux serums de controle 
20 (pistes 6, 7) ont ete utilises ; p Tq° represent e un 
temoin negatif incube avec l'anticorps secondaire seul. 

Le traitement par 1' acide periodique n'a en 
rien modifie les proteines specif iquement reconnues par 
les serums de patients atteints de PR. Trois interpreta- 
25 tions de ce resultat sont possibles : 

- les proteines antigeniques sont des glycoproteins mais 
les sucres sensibles a une oxydation periodique 
qu'elles portent ne sont pas impliques dans le ou les 
epitopes majoritairement reconnus par les autoanticorps 

30 specif iques de la PR. 

- les proteines antigeniques sont des glycoproteines mais 
les sucres qu'elles portent de par leur nature et/ou 
leur type d ' enchainement sont insensibles a une oxyda- 
tion periodique (l 1 acide periodique clive la liaison 

35 entre deux carbones vicinaux portant initialement soit 
chacun une fonction alcool, soit l'un une fonction 
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alcool et 1" autre une fonction acide ou cetone ou amine 
primaire ou secondaire) . 
- les proteines antigeniques ne sont pas des 
glycoproteins . 

5 Afin de trancher entre ces trois possibilites, 

les inventeurs out utilise une methode de deglycosylation 
totale puis cherche des modifications de la masse ou de 
1 • immunoreactivite des proteines antigeniques. 

10 Deux types principaux de lien permettent 

1" association d'un oligosaccharide a un axe peptidique : 
la liaison O-glycosidique qui permet 1 ' association d'un 
oligosaccharide a un residu Serine ou Threonine (et rare- 
ment hydroxy lysine) par 1 • intermediate d'une galactosa- 
15 mine N-acetylee et la liaison N-glycosidique qui rattache 
un oligosaccharide a un residu asparagine par 
1 • intermediaire d'une glucosamine N-acetylee. 

Pour deglycosyler les glycoproteines, deux 
types de traitement peuvent §tre appliques : 
20 - des traitements aspecifiques permettant d'eliminer tous 
les types de radicaux glucidiques, qu'ils soient lies a 
la proteine par une liaison N- ou une liaison 
O-glycosidique. C'est le cas par exemple du traitement 
chimique par 1' acide trif luoromethanesulfonique (TFMS) ; 
25 - des traitements specif iques de l'un ou 1' autre de ces 

types de liaison. C'est le cas de la 6-elimination par 
la soude pour les liaisons O-glycosidiques et d'un cer- 
tain nombre d'hydrolyses enzymatiques plus ou moins 
specifiques de la nature chimique du sucre N-lie pour 
30 les liaisons N-glycosidiques . 

rt) Traitpmpnt asp pri fi erne pffi- 1^ TFMS 
L' analyse par immunotransfert apres PAGE-SDS 
(7,5%) d'un extrait antigenique traite par le TFMS et 
d'un extrait incube dans l'eau montre que les proteines 
35 antigeniques presentent une legere diminution de masse 
molaire apparente par rapport a 1 'echantillon temoin. 
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Bien que faible cette diff 6rence d' environ 10 a 20 kO est 
observee pour toutes les conditions de traitement et re- 
trouvee dans deux experiences distinctes. L 1 analyse en 
imrrrunotransfert aprds IEF des proteines d'un extrait 
5 d' Epithelium d'oesophage de rat traite par le TFMS montre 
que 1 1 immunoreactivite specif ique des serums de patients 
atteints de PR sur les echantillons temoins s'etale dans 
une zone de pHi d' environ 5,2 a 7,5. Apres traitement par 
le TFMS, les proteines immunodetectees par les serums de 

10 patients atteints de PR ont presente des pHi plus 
basiques compris entre 6 et 8. 

Ce changement de pHi et de masse molaire appa- 
rent e des proteines antigeniques est en faveur d'une sub- 
stitution glycanique des molecules. Cependant la persis- 

15 tance d'une mauvaise definition en PAGE-SDS et d'une 
large gamme de pHi en IEF suggere que les proteines anti- 
geniques pourraient etre substitutes aussi par d'autres 
radicaux non glucidiques et/ou que les effets observes 
pourraient §tre dus au clivage d'une liaison peptidique 

20 particuli^rement fragile. 

Toutefois, la conservation de 1 1 immunoreacti- 
vite apres traitement par le TFMS est un argument fort en 
faveur de la nature non glucidique du ou des epitopes 
reconnus par les autoanticorps specif iques de la PR, 

25 b) Traitement specifioue par la PNGase F 

Afin de confirmer les resultats obtenus avec 
le TFMS, les Inventeurs ont entrepris des experiences de 
deglycosylation par 1' enzyme PNGase F qui elimine speci- 
fiquement les sucres N-lies. 

3 0 La deglycosylation par la PGNase F a ete 

effectuee sur un extrait antigenique brut apres dialyse 
contre de l'eau et lyophilisation. L' analyse de cet 
extrait par immunodetection en PAGE-SDS et trans fert ne 
fait apparaltre aucune difference entre l'antigene temoin 
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et 1' antigene trait* par la PNGase F. Deux interpreta- 
tions de ce resultat sont possibles : 
- 1- antigene n'est pas substitue par des 
N-oligosaccharides , 
5 - les oligosaccharides branches a des residus asparagine 
de la proteine ont une structure chimique originale qui 
les empeche d'etre dives par la PNGase F. 

Cependant, une seule analyse monodimension- 
nelle ne permet pas d'af firmer clairement 1 • insensibilite 
10 a la PNGase F des proteines antigeniques puisque celles- 
ci se superposent partiellement , comme le montre 1- ana- 
lyse en electrophorese bidimensionnelle . 

3 ) p^rM-inn fl fff surras nar rtfP lectines 
La reactivite eventuelle de 1' antigene avec la 
15 lectine de genne de ble (WGA. ) ou la concanavaline A 
(ConA) a ete testee par -aff inodetection" sur nitro- 
cellulose et comparee aux profils d ■ immunodetection 

specif iques des serums de PR. 

Les proteines de l'extrait antigenique brut 

20 d'oesophage de rat. reconnues apres PAGE-SDS ou PAGE en 
conditions natives, par un serum de patient atteint de 
PR, ont ete differentes des proteines reconnues par les 
lectines. Cependant. des zones communes de reactivite, en 
particulier au niveau de la proteine de 210 kD en 

25 PAGE-SDS, suggere que la WGA et la ConA reconnaissent une 
partie de 1- antigene. Des fractions antigeniques pun- 
fiees par chromatographie de gel filtration ont ete ana- 
lyses dans les memes conditions. Cette experience a 
confirme que des glycoproteins de mime poids moleculaire 

30 que certaines proteines antigeniques etaient reconnues 
par la ConA et que le prof il de reactivite de la WGA sem- 
blait se rapprocher de celui d'un serum de patient 

atteint de PR. 

L'af finite des lectines vis-a-vis des pro- 

35 teines antigeniques d'oesophage de rat a ete confirmee 
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par analyse apres IEF/PAGE-SDS de l'extrait antigenique 
brut . 

La figure 9 represente la detection des pro- 
teines d'un extrait antigenique brut, apres 6lectro- 
5 phorese bidimensionnelle (IEF, point isoelectrique 5 a 
8/PAGE-SDS 7,5%) et transfert sur nitrocellulose, avec : 

- en (1) : un serum de patient atteint de PR, GIFOR 

- en (2,3) : des serums de patient atteint de PR, 
GIFOR +, 

10 - en (4) : la ConA, 

- en (5) : la WGA, 

afin d'amplifier la reactivite, trois depots d* extrait 
antigenique ont ete effectues sur le gel d 1 IEF . Une frac- 
tion de 1'antigene (bande a 210 kD et zone immunoreactive 
15 entre 90 et 130 kD) d^posee c6te anode y a precipite, 
produisant une reactivite artefactuelle dans la zone des 
pHi acides. 

Cette etude a permis de montrer que les mole- 
cules recoimues par la ConA etaient differentes de 
20 I'antigene, mais que la WGA s'associait specif iquement 
aux prolines antigeniques de 90-130 kD et 210 kD. Les 
prot6ines immunoreactives en forme de "virgule" s'etalant 
de 120 kD a 67 kD avec des pHi de 5 a 7,5 ne present ent, 
par contre, aucune reactivite vis-^-vis de la WGA. 
25 EXEMPLE 2 - CARACTERI SATION DB Ii ' ANTIGBNE EXTRAIT Pg 
T* ' RPIDERMB HOMAIN 
I - MVPKRTRIi ET METHODS 

A - PATIENTS ET SERUMS 

La pr6sente §tude a ete realisee a partir de 
30 64 serums de patients atteints de di verses maladies rhu- 
matologiques parfaitement caract6risees sur les plans 
clinique et biologique. Parmi ces 64 serums, 45 provien- 
nent de patients atteints d'une PR definie selon les cri- 
teres de 1' "American Rheumatism Association". 32 serums 
35 provenant de sujets sains, hommes et femmes, ont ete uti- 
lises a titre de controle. 
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Deux anticorps monoclonaux (AcM) , l'un speci- 
fique des cytokeratines humaines denomme F 12-19 (Anti- 
cytokeratin Ref. 220-81. Dept. Biosoft CLONATEC) , l'autre 
specif ique de la filaggrine humaine denomme AKH-1 (Ref. 
catalogue BT - 576, Biomedical Technologies Inc.) ont ete 
utilises . 

B - EXTRACTION DES PROTEINES EPIDERMIQUES 

Des fragments de peau recueillis apres chirur- 
gie plastique mammaire et abdominale ou apres circonci- 
sion ont ete conserves a -80 *C. L'epidenne a ete separe 
mecaniquement du derme. selon la methode decrite par 
Kassis et Sondergaard (ARCH. DERMATOL. RES. 273 : 
301-306, 1982), par un traitement thermique a 4*C puis a 
57-C en tampon PBS (KH 2 /K 2 H-P0 4 8,5 mM ; NaCl 150 mM) 
15 contenant de l'EDTA 5 mM et du PMSF 0,5 mM, puis broye 
mecaniquement en tampon Tris-HCl 40 mM pH 7,4 ; 
NaCl 150 mM ; EDTA 10 mM ; NP40 0,5%, ci-apres denomme 
tampon A. 

Apres centrifugation k 12 000 g pendant 15 mi- 
nutes, le surnageant a ete separe du culot contenant les 
cytokeratines epidenniques . 

En outre, d'autres extractions ont ete reali- 
sees selon le meme protocole mais dans un tampon Tris-HCl 
20 mM pH 7,4 ; PMSF 0,5 mM. ci-apres denomme tampon B. 

Les differentes fractions ont ete conservees a 



20 



25 



-20*C. 

C - ELECTROPHORESES 

Les proteines des diverses fractions ont ete 
analysees par IEF a l'equilibre ou avant l'equilibre 
30 (NEpHGE) , ou par PAGE-SDS ou PAGE en conditions natives. 
Des electrophoreses bidimensionnelles ont egalement ete 
realisees . 

Les proteines ont parfois ete precipitees par 
4 volumes d'ethanol ou par le TCA a 15% final, afin d'en 
35 augmenter la concentration. 
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D - IMMUNODETECTION 

Les proteines ont ete transferees sur membrane 
de nitrocellulose selon la technique decrite par TOWBIN 
et al. (PNAS 76 : 4350-4354, 1979). Les serums ont ete 
utilises dilues du 1/10 au 1/100 apres incubation des 
bandelet tes de nitrocellulose en PBS, Tween-20 0,05%. 
L' incubation en presence des serums a ete poursuivie pen- 
dant 1 heure a 37 'C puis 12 heures a 4*C. 

Les anticorps monoclonaux AKH-1 (dilue au 
1/100) ou F12-19 (dilue au 1/500) ont ete incubes pendant 
2 heures a 37 'C. Apres lavages, les bandelet tes de nitro- 
cellulose ont ete revelees par des anticorps secondaires, 
anti-IgG humaines ou murines, marques a la peroxydase. 
E - TRAITEMENTS ENZYMATIQUES 

L'extrait epidermique concentre (80 g/ 1) a 
ete traite par la proteinase K (1 mg/ml, 30 minutes, 37 *C 
en presence de SDS 1%) ou par la nuclease de microccoque 
(100 U/ml, 30 minutes. 37 *C dans un tampon 
Tris-HCl 30 mM, CaCl 2 5mM, pH8) . 

F - IMMONOPRECIPITATION 

L'extrait epidermique preadsorbe sur Proteine 
A-Sepharose a ete incube a 37 *c pendant 2h en presence 
de 1' anticorps AKH-1 ou F12-19 et de NaCl, 1 M final. 

Les complexes ant i corps- ant igene formes ont 
ete ensuite recueillis par la proteine A-Sepharose puis 
analyses par imraunotransf ert apres PAGE-SDS. 

6 - PURIFICATION DBS CYTOKERATINES 
Les cytokeratines ureosolubles ont ete puri- 
fiees a partir d'epiderme mammaire selon la methode de- 
I crite par T.T SUN et H. GREEN (J. Biol. Chem. 252 : 
2053-2060, 1978) . 

H - PURIFICATION DE LA FILAGGRINE HUMAINE 
La filaggrine a ete extraite a partir de peau 
mammaire selon la technique decrite par LYNLEY et DALE 
5 (B.B.A 774 : 28-35, 1983) avec les modifications sui- 
vantes : l'extrait epidermique en uree 6M, prepare en 
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absence d'agent reducteur, a ete purifie sur chromatogra- 
phie FPLC avec une resine echangeuse d' anions. Les pro- 
lines cationigues non retenues ont ete precipitees par 4 
volumes d' acetone, redissoutes dans un petit volume de 
tampon contenant 1,5% de SDS et 2,5% de 2-ME et deposees 
au sommet d'un gel preparatif PAGE-SDS de 10 cm de hau- 
teur. Ce gel a ensuite ete transfere sur une membrane du 
type Immobilon< R) -PVDF commercialisee par la Societe 
IHLLIPORE. La zone correspondent a la filaggrine a ete 
reperee par immunodetection avec l'anticorps AKH-1 et d6- 
coupee ? la filaggrine a alors ete eluee par 0,3 ml/cut^ 
de tampon dilution (Tris-HCl 50 mM pH 8,8 ; SDS 2% ; 
Triton X-100 1%) et concentree par precipitation. 
X - p^TVTf-ATTON T)K L' ANTIGENS 
20 cm 2 d'epiderme mammaire ont ete broyes au 
potter electrique dans le tampon A. L'homogenat a ete 
centrifuge pendant 15 minutes a 10 000 g et le surnageant 
precipite par le TCA (15% final). Le precipite a ete re- 
solubilise dans un petit volume de Tris-HCl 30 mM pH8, 
CaCl 2 5mM ; la fraction soluble a ete clarifiee par cen- 
trifugation, additionnee de SDS 1,5% et 2ME 2,5% et depo- 
see au sommet d'un gel preparatif SDS de 10 cm de hau- 
teur. L'antigene a alors ete purifie. par elution, comme 
decrit ci-dessus pour la filaggrine, la zone correspon- 
25 dant a l'antigene etant repiree par immunodetection avec 
un serum de PR. 

II - WHSm/PATS 

K - CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE ET 
BIOCHIMIQDE DE L'ANTIGENE 

Afin de caracteriser l'antigene reconnu par 
les serums de PR, un extrait epidermique mammaire a ete 
prepare par homogeneisation d'epiderme mammaire dans le 
tampon A, en presence d'un detergent non ionigue (NP40) . 
Cet extrait soluble a ete analyst par immunodetection 
35 apres PAGE et transfert des proteines sur nitrocellulose. 



20 
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La figure 10 represente 1' analyse en immuno- 
transfert de l'extrait NP40 pr6c6dent avec des serums de 
PR et des serums de controle. L'extrait NP40 (8 mg/ml) a 
ete precipite par TCA, repris en tampon Tris-CaCl 2 en le 
5 concentrant 7 fois puis analyse par iinmunotransf ert apres 
PAGE-SDS (gradient 8-25%) . Les serums ont ete dilues au 
1/10 en PBS-Tween 20 a 0,05%. Les serums 1 et 3 provien- 
nent de patients atteints de iryelome malin, le serum 2 
provient d'un patient atteint de maladie de SHARP, le 
10 serum 4 provient d'un patient atteint d'arthrose, le 
serum 5 provient d'un patient atteint de polymyosite, le 
s6rum 6 provient d'un patient atteint de maladie de 
PAGET, les serums 7 a 21 proviennent de patients atteints 
de PR et les serums 22 a 38 proviennent de sujets sains ; 
15 "T 0 " est un t&noin negatif incube seulement avec 
l'anticorps anti-Ig humaines, marque. 

La plupart des scrums de patients atteints de 
PR (80%) ont reconnu une proteine presentant en PAGE-SDS 
un poids mol6culaire d" environ 40 kD. Sa migration n*a 
20 pas 6te modifiee par 1 § omission de 1' agent reducteur (2- 
ME) dans le tampon d*6chantillon, ce qui indique que 
cette molecule ne contient probablement pas de pont 
disulfure. Au contraire, 89% des serums de patients 
atteints d'une maladie rhumatologique non-rhumatoide et 
25 aucun des serums de controle n'ont reconnu cet antigene. 
Une proteine de 68 kD a et6 d6tect6e non specif iquement 
par une large proportion de serums appartenant a tous les 
groupes testes et done vraisemblablement par des auto- 
anticorps naturels . 
30 La figure 11 represente 1' analyse en imimino- 

transfert de l'extrait antigenique NP40 precedent, traite 
ou non par une nuclease (1) ou une protease (2). En (1) , 
l'extrait NP40 d'6piderme mammaire a et6 precipite par le 
TCA, repris en tampon Tris-CaCl2 puis .raite avec (+) ou 
35 sans (-) nuclease microccocale (100 U/ml) pendant 30 mi- 
nutes a 37 *C. En (2), un extrait NP40 d'epiderme humain 
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identique au precedent a ete precipite par le TCA puis 
repris dans le SDS 1% et traite sans (-) ou avec ( + ) 10 
mg/inl de proteinase K pendant 30 minutes a 37*C. Dans 
tous les cas, les proteines ont ete separees en PAGE-SDS 
5 (8-25%), transferees puis immunodetectees avec des serums 
de cont'role (a) et des serums de patients atteints de PR 
(b) dilues au 1/100. La disparition de la region immuno- 
reactive apres un traitement de l'extrait par la protei- 
nase K confirme la nature proteique de la molecule 
10 porteuse du ou des epitopes reconnus par les auto- 
anticorps, alors que cette region n'a pas ete modxfxee 
apres une digestion des acides nucleiques par la nuclease 

de Microcoque. 

La figure 12 represente 1" analyse de l'anti- 
15 gene par electrophorese en conditions natives ; cette 
analyse a consiste a precipiter l'extrait NP40 d'epiderme 
humain par l'ethanol, puis a effectuer une immuno- 
detection apres PAGE en conditions natives (8-25%) et 
transfert sur nitrocellulose avec des serums de patients 
20 atteints de PR (pistes 1-4 et 8-9) et de serums temoins 
(pistes 5-7), dilues au 1/100. L'antigene humaxn se 
separe en plusieurs proteines antigeniques dont la migra- 
tion est similaire a celle de temoins dont les poids 
moleculaires sont compris entre 80 et 400 kD, les pro- 
25 teines les plus immunoreactives se situant dans les zones 
comprises entre 80 et 120 kD. 

La figure 13 represente 1' analyse de l'antx 
gene par IEF. Les proteines de l'extrait NP40 d'epiderme 
^ananaire ont ete precipitees par l'ethanol, separees par 
30 IEF (pHi 3 a 9), transferees sur nitrocellulose puxs 
ixnniunodetectees avec des serums de patients atteints de 
PR (pistes 5-12) et des serums temoins (pistes 1-4) 
dilues au 1/100. L'antigene humain presente une distribu- 
tion tres heterogene de pHi, ceux-ci variant de 5,8 a 
35 7,4. Cette heterogeneite de pHi a ete verifiee en 
electrophorese bidimensionnelle (IEF/PAGE-SDS) . La pro- 
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teine reconnue specif iquement par les serums de patient 
atteints de PR, apres transfert d'un tel gel, montre une 
image caracteristique en forme de "virgule", le poids 
moleculaire apparent diminuant au fur et a mesure que le 
5 pHi devient plus basique. 

La figure 14 represente 1' analyse de 1' anti- 
gene en gel bidimensionnel IEF/PAGE-SDS ; les proteines 
de I'extrait NP40 d'6piderme mammaire ont ete precipitees 
par l'£thanol, separ6es par IEF (pHi 5 a 8) suivie de 
10 PAGE-SDS (12,5%), transferees sur nitrocellulose et 
immunod6tectees par un serum de patient atteint de PR et 
un s6rum de controle. 

L • heterogeneite marquee* de 1 ' antigene , aussi 
bien en masse qu'en pHi, indique probablement la presence 
15 d'isoformes modifiees ; elle suggere qu'il pourrait etre 
glycosyle et/ou phosphoryle. Cependant un traitement par 
la peptide N-glycosidase-F n'a modifi6 ni sa migration ni 
son immunoreactivite apres PAGE-SDS. 

B - HYDROSOLUBILITE DE L' ANTIGENE 
20 5 cm 2 d'6piderme mammaire ont et6 broyes meca- 

niquement dans le tampon A ou dans le tampon B. Les homo- 
genats ont ensuite ete centrifuges 10 minutes a 10 000 g 
et une quantite egale des proteines solubles des deux 
surnageants a ete precipitee par l'ethanol puis separee 
25 par PAGE en conditions natives (8-25%), transferee sur 
nitrocellulose puis imraunod6tectee avec des s6rums de 
patients atteints de PR et des serums de controle. Cette 
etude indique que 1' antigene est extrait non seulement en 
presence d'un detergent (tampon A) mais egalement en son 
30 absence (tampon B) . En outre, 1 "antigene est toujours re- 
trouve majoritairement dans les fractions solubles et 
presents dans les culots en tres faible quantity. Ces r6- 
sultats indiquent que l'antigene humain, comme celui 
d'oesophage de rat, est une molecule tres hydrosoluble. 
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C - EXPRESSION DE L' ANTIGENS DANS DXFPBBBWPS 
TERRITOIRES ANATOMIQUBS EPIDERMIQDBS 

L ' analyse par immunotransf ert des proteines 
d'un extrait NP40 d'epiderme abdominal et d'epiderme pre- 
« putial indique que 1'antigene associe a la PR est present 
dans l'epiderme humain independamment du sexe et du ter- 
ritoire anatomique (sein, abdomen ou prepuce) , ainsx que 
de l'age (enfants et adultes) . L'antigene etant hxsto- 
logiquement localise dans le Stratum Comevm. xl est le- 
10 gitime de penser que * son abondance dependra de 
1'epaisseur de celui-ci qui varie suivant le terrxtoxre 

anatomique . 

D - IDENTIFICATION DE L'ANTIGENE 

L'antigene reconnu par les serums de malades 
15 atteints de PR n'est pas une cytokeratine epidermique 
humaine. 

La figure 15 represente : 
- en (a) • un extrait NP40 d'epiderme mammaire immuno- 
detecte, apres PAGE-SDS (8-25%) et transfert sur nitro- 
20 cellulose, avec un serum de patient atteint de PR. pre 
incube d'une part avec le tampon d' extraction (pxste 
1) avec l'extrait lui-meme (piste 2) et avec une frac- 
tion insoluble enrichie en cytokeratines epidermxques 
(piste 3) . 

25 - en (b) : les cytokeratines ureosolubles immuno- 

detectees, apres PAGE-SDS (8-25%) et transfert, avec 
1'AcM anti-cytokeratines F12-19 preincube soit avec le 
tampon d'extraction (piste 1), soit avec 1'extrait epx- 
dermique (piste 2) , soit avec une fraction enrxchxe en 

30 cytokeratines (piste 3), soit avec les cytokeratxnes 
ureosolubles (piste 4) . 
- en (c) : les proteines de 1'extrait d'epiderme (piste 
5), de la fraction enrichie en cytokeratines (piste 6) 
et'les cytokeratines ureosolubles pures (piste 7) sepa- 

35 rees par PAGE-SDS (8-25%), transferees et immuno- 
detectees avec 1'AcM anti-cytokeratines F12-19. 
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L'immunoreactivite des serums de patients 
atteints de PR n'a pas ete inhibee par une preincubation 
de ceux-ci sur des cytokeratines epidermiques (enrichies 
ou purifiees) alors qu'elle a disparu en presence 
5 d'extrait hydrosoluble de peau. De meme, l'anticorps 
monoclonal F12-19 n'a reconnu en immunotransf ert , aucune 
proteine de l'extrait antig&iique. 

La forme caracteristique en virgule de 1* anti- 
gene en gel bidimensionnel et son poids moleculaire appa- 
10 rent en PAGE-SDS sont voisins de ceux de la filaggrine, 
proteine qui apparait dans le Stratum granulosum au cours 
de la differenciation epidermique (S ARRET et al,, Path. 
Biol. 37:297-303, 1989), Les Inventeurs ont done cherche 
a determiner si la filaggrine et l'antigene de 
15 1' invention etaient identiques et si les s6rums de 
malades atteints de PR contenaient des autoanticorps 
anti-f ilaggrine ♦ 

La figure 16 represente 1' analyse d'un immuno- 
transfert des proteines d'un extrait d'epiderme mammaire 
20 separees en (A) par PAGE-SDS (12,5%), en (B) par PAGE en 
conditions natives et en (C) par IEF (pHi 3 & 9), puis 
transferees sur nitrocellulose et immunodetectees par des 
serums de patients atteints de PR (pistes 1, 3, 6, 7 et 
8), I'AcM anti-f ilaggrine AKH-1 (piste 2), un AcM de 
25 controle (piste 4) et un serum de controle (piste 5) . Ces 
proteines ont et6 separees en triplica (D) par NEpHGE 
suivi de PAGE-SDS (8-25%) puis transferees sur nitro- 
cellulose et colorees au Rouge Ponceau (a) ou immuno- 
detectees par l'anticorps monoclonal AKH-1 (b) , et par un 
30 serum de patient atteint de PR (c) . L'antigene est recon- 
naissable a sa forme caracteristique en "virgule" . 

L'anticorps monoclonal anti-f ilaggrine humaine 
AKH-1 reconnait specif iquement en immuno transfert une 
proteine 6pidermique humaine soluble en presence de NP40, 
35 presentant les m&nes caract&ristiques de migration en 
conditions d'6lectrophorese denaturante ou native que 
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1-antigene de la PR. Apres IEF et gel bidimensionnel, 
1'antigene et la proteine reconnus en immunotransfert par 
AKH-1 presentent une image identique. 

Les inventeurs ont alors cherche a determiner 
5 si l'anticorps monoclonal AKH-1 pouvait immunoprecipiter 
1-antigene a partir de 1-extrait epidermique en NP40. 

La figure 17 presente 1' analyse comparative 
des proteines d'un extrait epidermique NP40, preadsorbe 
sur proteine A-Sepharose, les proteines etant separees 
LO par PAGE-SDS (12,5%) avant immunoprecipitation avec 
1. AcM AKH-1 (representees par "Totale" a la figure 17) ou 
apres immunoprecipitation avec 1' AcM AKH-1 (representees 
par -IP AKH-1" a la figure 17). ouavec 1'AcM de controle 
G36 (representees par "IP G36" a la figure 17). Apres 
15 transfert sur nitrocellulose, ces proteines ont ete 
ixmnunodetectees avec les anticorps AKH-1. G36, un serum 
de patient atteint de PR (PR) . un serum de contrdle (CO) 
ou avec les seuls anticorps secondares anti-Ig de souris 
(T 0 S) et anti-lg humaines (T 0 h) . Les proteines 
20 presentes dans les surnageants des fractions 
i^nunoprecipitees avec G36 (representees par "Sum G36" a 
la figure 17) et AKH-1 (representees par "Sum AKH-1" a 
la figure 17) ont ete analysees de la meme facon apres 

precipitation par le TCA. 
25 ces resultats montrent que AKH-1 a effective- 

xaent immunoprecipite une proteine epidermique de meme 
poids moleculaire que 1'antigene de la PR, cette molecule 
dtant d'ailleurs reconnue specif iquement en immuno- 
transfert par les serums de patients atteints de PR. 
30 Cette immunoprecipitation a ete realisee en presence de 
NaCl 1 M. ce qui rend peu probable une co-immunoprecipi- 
tation due a une association entre les deux proteines 
(filaggrine et antigene) . Afin de verifier que les pro- 
teines de l'extrait reconnu par AKH-1 et par les serums 
35 de patient atteint de PR etaient les memes, les surna- 
geants d'une immunoprecipitation par 1'AcM anti- 
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f ilaggrine out ete subsequemment analyses par immuno- 
transfert avec un serum de patients atteints de PR. La 
figure 17 montre que l'extrait a ete epuise 
(partiellement ou totalement) en antigene et en filag- 
5 grine par 1'AcM anti-f ilaggrine. A 1' inverse, les serums 
de patients atteints de PR n'ont pas immunoprecipite 
1' antigene. Ce resultat negatif peut etre dvt a une faible 
af finite des autoanticorps pour 1" antigene, a une trop 
faible quantite d* autoanticorps dans le serum ou a une 
10 non reconnaissance par ceux-ci de 1' antigene sous sa 
forme native. Cette derniere hypothese est peu probable 
puisque 1' antigene est immunodetectable sur nitro- 
cellulose apres electrophorese en conditions natives. 

Afin de confirmer que la filaggrine et 
15 1* antigene de la PR ont au moins en commun 1' epitope de- 
tecte par 1'AcM AKH-1. 1* antigene a ete purifie par elu- 
tion a partir d'une membrane de transfert. La figure 18 
represent e 1' analyse par PAGE-SDS et immunotransfert des 
prolines des diverses fractions au cours de la purifica- 
20 tion. Les proteines totales d'un extrait d'epiderme 
humain (piste 1), les proteines solubles apres pre- 
cipitation de l'extrait par le TCA (piste 2) et celles de 
la fraction antigenique purifiee finale (piste 3) ont ete 
separees par PAGE-SDS (12,5%), transferees sur nitro- 
25 cellulose et color.ees a 1 • amido-black (Amido) ou immuno- 
detect^es avec un serum de patient atteint de PR (PR), un 
serum de contr61e (CO) , un AcM anti-f ilaggrine (AKH-1) et 
un AcM de controle (G36) . 

Les proteines majeures, solubles apres preci- 
30 pitation au TCA, apparaissent sous la forme d'un doublet 
de poids moleculaire (PM) apparent d" environ 40 kD. Ce 
doublet est la principale bande immunoreactive reconnue 
par un serum de patient atteint de PR. Cette proteine a 
alors ete purifiee a partir d'un gel PAGE-SDS preparatif 
35 par transfert puis elution. L' antigene de la PR a et6 
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specif iquement immunodetecte apres PAGE-SDS, par 1'AcM 
anti-f ilaggrine AKH-1. 

De facon a verifier que les serums de patients 
atteints de PR reconnaissaient egalement la filaggrine 
5 humaine et done que celle-ci etait etroitement apparentee 
a l'antigene, les Inventeurs ont purifie la filaggrine 
selon la methode decrite par LINLEY et DALE (BBA 
744:28-35, 1983). La figure 19 represente 1 'analyse de la 
filaggrine humaine purifiee, analysee par PAGE-SDS 

10 (12,5%), transferee sur nitrocellulose et immunodetectee 
avec des serums de patients atteints de PR (pistes 1-4) , 
un serum de contrSle (piste 5) , un AcM de contrdle (pxste 
6) et 1'AcM AKH-1 (piste 7) ou coloree par le Rouge 
Ponceau (piste 8) . La figure 19 montre que les serums de 

15 patients atteints de PR reconnaissent specif iquement la 
filaggrine humaine. 
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pgvmroiCATiONS 

1. Preparation d* antigene caracterise en ce 
que ledit antigene presente les proprietes suivantes : 

- il est susceptible d'etre extrait a partir de 
5 l'epiderme humain ou de 1 1 6pi thulium oesophagien de rat 

- il est de nature proteique, 

- un traitement par une nuclease ne modif ie pas son 
immunor 6ac t i vi 1 e , 

- un traitement par l'6thanol ne modif ie pas son 
10 immunoreactivite, 

- un traitement par l'acide trichloroac£tique ne modif ie 
pas son immunoreactivite, 

- il est hydrosoluble, 

- il est specif iquement reconnu par les autoanticorps 
15 presents chez les patients atteints de PR, 

2. Preparation d' antigene selon la 
Revendication 1, caracterise en ce que ledit antigene est 
extrait d*6piderme humain, 

3. Preparation d" antigene selon la 
20 Revendication 2, caracterise en ce que ledit antigene 

presente les proprietes suivantes : 

- apr£s electrophorese en conditions natives, il se 
dissocie en plusieurs proteines antigeniques qui 
migrent comme des temoins dont les poids moieculaires 

25 sont conpris entre environ 80 et 400 kD, les proteines 
les plus imntunoreactives se situant dans les zones 
con?)rises entre environ 80 et 120 kD, 

- apres isoeiectrofocalisation, il se dissocie en plu- 
sieurs proteines antigeniques dont les pHi varient de 

30 5,8 a 7,4. 

4. Preparation d' antigene selon l'une des 
Revendications 2 a 3, caracterise en ce qu' apres 
electrophorese bidimensionnelle du type 
isoeiectrofocalisation suivie d'une migration en gel de 

35 polyacrylamide-SDS, ledit antigene apparait comme une 
proteine antigenique de poids moieculaire apparent moyen 
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d'environ 40 kD dont les pHi varient de 5.8 a 7.4. 

5. Preparation d'antigene selon l'une des 
Revocations 2 a 4, caracterise en ce que ledit 
antigene presente des proprietes immunologxques et 
biocnimiques en common avec la filaggrine humaine et 
correspond a un fragment de proteolyse de la 

profilaggrine. 

6. Preparation d'antigene selon la 
Revendication 1, caracterise en ce que ledit antigene est 
extrait d • epithelium oesopnagien de rat. 

7. preparation d'antigene selon la 
Revendication 6, caracterise en ce que ledit antigene 
presente les proprietes suivantes : 

- apres elect rophorese en gel de polyacrylamide-SDS , xl 
15 se separe en les deux proteines antigeniques 

suivantes : 

* one premiere proteine de poids moleculaire moyen 
apparent d'environ 210 kD, 

* une deuxieme proteine de poids moleculaire moyen 
20 apparent compris entre environ 90 et 130 kD, 

- apres electrophorese en gel de polyacrylamide en condi- 
tions natives, il se separe en les trois proteines 
antigeniques suivantes : 

* une premiere proteine qui migre comme la ferritine de 
25 rate de cheval (poids moleculaire : 440 kD) 

* une deuxieme proteine qui migre comme la catalase de 
foie de boeuf (poids moleculaire : 232 kD) 

* une troisieme proteine qui migre entre la lactico- 
deshydrogenase de coeur de boeuf. et la serum-albumine 

30 bovine (poids moleculaires respectifs : 140 kD et 
67 kD) . 

8. Preparation d'antigene selon l'une des 
Revendications 6 a 7, caracterise en ce que apres 
electrophorese bidimensionnelle du type 

35 isoelectrofocalisation suivie d'une migration en gel de 
polyacrylamide-SDS. ledit antigene se dissocie en les 
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trois proteines antigeniques suivantes : 

- une premiere proteine de poids moleculaire moyen appa- 
rent d' environ 210 kD dont les pHi varient d' environ 
5,85 a 6,85, 

5 - une deuxi&ne proteine de poids moleculaire mpyen appa- 
rent compris entre environ 90 et 130 kD dont les pHi 
varient d' environ 5,85 a 7,35, 

- une troisieme proteine dont le poids moleculaire moyen 
apparent diminue d' environ 120 a 67 kD pendant que son 

10 pHi varie d' environ 5 a 7,5. 

9. Preparation d' antigene selon l'une des 
Revendications 6 h 8, caracteris6 en ce qu'apres 
chromatographie de gel filtration et interaction 
hydrophobe, puis analyse par electrophorese sur gel de 

15 polyacrylamide-SDS, ledit antigene se s6pare en les deux 
fractions prot^iques antigeniques d'hydrophobicite 
relative differente, suivantes : 

- une fraction plus hydrophobe qui contient la proteine 
de poids moleculaire mpyen apparent d' environ 210 kD et 

20 la proteine de poids moleculaire moyen apparent compris 
entre environ 90 et 130 kp, 

- une fraction moins hydrophobe qui contient la 
proteine de poids moleculaire moyen apparent conpris 
entre environ 120 et 67 kD. 

25 10. Fraction de 1' antigene extrait d 1 epithe- 

lium d'oesophage de rat selon la Revendication 8, carac- 
teris^e en ce qu'elle est constitute par vine proteine qui 
presente un poids mol6culaire moyen d' environ 210 kD et 
des pHi variant d' environ 5,85 a 6,85. 

30 11. Fraction de 1' antigene extrait d' Epithe- 

lium d'oesophage de rat selon la Revendication 8, carac- 
terisee en ce qu'elle est constitute par une proteine qui 
prdsente un poids moleculaire moyen compris entre 90 et 
130 kD et des pHi variant d'environ 5,85 a 7,35. 

35 12. Fraction de 1' antigene extrait d' epithe- 

lium d'oesophage de rat selon la Revendication 8, carac- 
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terisee en ce qu'elle est constituee par une proteine qui 
presente un poids moleculaire moyen compris entre 67 et 
120 kD et des pHi variant d' environ 5 a 7,5. 

13. Fraction de 1' antigene extrait d'epiderme 
5 humain selon la Revendication 4, caracterisee en ce 

qu'elle est constituee par une proteine qui presente un 
poids moleculaire d'environ 40 kD et des pHi variant 

d' environ 5,8 a 7,4. 

14. Antigene caracterise en ce qu'il comprend 
10 au moins un fragment peptidique d'un antigene selon l'une 

quelconque des Revendications 1 a 13, ou au moins un 
fragment de filaggrine ou de profilaggrine humaine, et en 
ce qu'il est specif iquement reconnu par les autoanticorps 

specif iques de la PR. 
15 is. Antigene caracterise en ce qu'il presente 

des reactions immunologiques croisees avec un antigene 
selon l'une quelconque des Revendications 1 a 13 et/ou 
avec la filaggrine ou la profilaggrine humaine, et en ce 
qu'il est specif iquement reconnu par des autoanticorps 

20 specif iques de la PR. 

16. Composition antigenique pour le diagnostic 
de la presence d' autoanticorps dans un echantillon biolo- 
gique d'un patient atteint de polyarthrite rhumatoide, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un antigene 

25 selon l'une des Revendications 1 a 15. 

17. Procede de purification des autoanticorps 
specifiquement presents chez les patients atteints de 
polyarthrite rhumatoide caracterise en ce qu'il comprend 
au moins les etapes suivantes : 

30 - la mise en contact d'un fluide biologique d'un patient 
atteint de polyarthrite rhumatoide avec au moins un 
antigene selon l'une quelconque des Revendications 1 & 
15, ou avec la filaggrine ou la profilaggrine humaine, 
dans des conditions permettant la formation de complexes 

35 immunologiques avec les autoanticorps presents dans ledit 
fluide biologique, 
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- 1 1 isolement desdits complexes du milieu reactionnel 
et/ou la separation des autoanticorps des complexes 
ixnmunologiques . 

18. Procede de preparation d'anticorps 
5 caracterise en ce qu'on utilise comme immunogene au moins 

un antigene selon l'une quelconque des Revendications 1 a 
15. 

19. Procede de preparation d'anticorps 
caracteris6 en ce qu'on utilise comme antigene 

10 d' immunisation la filaggrine ou la prof ilaggrine humaine, 
et en ce qu'on recueille les anticorps reconnaissant 
egalement un antigene de l'6pith6lium oesophagien de rat 
selon une quelconque des Revendications 6 a 9 . 

20. Procede de preparation d'anticorps anti- 
15 idiotypes, lequel procede est caracteris6 en ce qu'il 

comprend une etape au cours de laquelle on immunise un 
animal avec un anticorps monoclonal ou polyclonal obtenu 
par un procede selon l'une quelconque des Revendications 
17 a 19. 

20 21. Procede de preparation d'anticorps 

monoclonaux humains, lequel procede est caract6ris6 en ce 
qu'il comprend une etape au cours de laquelle on 
select ionne, a partir de lymphocytes provenant de 
patients atteints de PR, les clones qui secretent des 

25 anticorps qui reconnaissent au moins un des antigenes 
selon l'une quelconque des Revendications 1 a 15, et/ou 
la filaggrine ou la prof ilaggrine humaine. 

22. Procede de preparation d'anticorps 
monoclonaux humains anti -idiotypes, lequel procede est 

30 caracterise en ce qu'il comprend une 6tape au cours de 
laquelle on s^lectionne, a partir de lymphocytes 
provenant de patients atteints de PR, les clones qui 
reconnaissent specif iquement des anticorps monoclonaux 
obtenus par le proc6d6 selon la Revendication 21 ou des 

35 anticorps purifies par le proced6 selon la Revendication 
17. 
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23. Preparation d'anticorps caracterisee en ce 
qu'elle est obtenue par un precede selon l'une quelconque 
des Revendications 17 a 22. 

24. Utilisation de la filaggrine ou de la 
5 profilaggrine humaine ainsi que de leurs fractions et de 

leurs fragments peptidiques, pour le diagnostic in vitro 
de la polyarthrite rhumatoide. 

25. Procede de diagnostic in vitro de la poly- 
arthrite rhumatoide dans un echantillon biologique carac- 

10 terise en ce qu'il comprend au moins les etapes sui- 
vantes : 

- la mise en contact de cet echantillon biologique avec 
au moins un antigene selon l'une des Revendications 1 a 
15, ou une preparation de filaggrine ou de 
15 profilaggrine humaine eventuellement marquee, ou encore 
leur conjugue avec une molecule porteuse, dans des 
conditions permettant la formation d'un complexe 
immunologique avec les autoanticorps eventuellement 
presents ; 

20 - la detection dans cet echantillon biologique de la pre- 
sence du complexe imtnunologique, par des methodes phy- 
siques ou chimiques. 

26. Necessaire pour le diagnostic in vitro de 
la polyarthrite rhumatoide a partir d'un echantillon bio- 
25 logique, caracterise en ce qu'il comprend : 

_ au moins un antigene selon l'une des Revendications 1 a 
15 ou au moins une preparation de filaggrine ou de 
profilaggrine, eventuellement marques, ou conjugues 
avec une molecule porteuse ; 
30 - des reactifs pour la constitution d'un milieu propice a 
la reaction immunologique avec les autoanticorps even- 
tuellement presents dans ledit echantillon biologique ; 
- un ou plusieurs reactifs pour la detection du complexe 
immunologique forme ; 
35 - le cas echeant, des echantillons de reference, tels 
que serum(s) negatif(s) et/ou serum(s) positif(s). 
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